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第1章	 	 序論	 
	 
1.1  	 研究の背景	 
 
1.1.1  	 表現型ゆらぎ	 
 
	 細胞間における表現型の違いは遺伝子型や環境の違いだけによって引き起こされる
わけではなく、たとえ同一環境下、同一遺伝情報をもつ（クローン）細胞集団であって
も、表現型にはばらつきが生じ、時々刻々と状態が変化（表現型ゆらぎ）することが知
られている(1-5)。このような表現型のばらつきには、細胞間における遺伝子発現状態の
違いが寄与すると考えられるが、このような遺伝子発現状態の違いは、RNA ポリメラ
ーゼが DNA に確率的に結合し mRNA がバースト的に転写されることや翻訳時の
mRNA の分解やリボソームとの確率的な結合など、生体内での化学反応の確率性に起
因する。このような確率的な差異は転写制御ネットワークのカスケードを伝搬すること
で、増幅や抑制が行われ、最終的に表現型の違いとして現れる(6-11)。 
	 つまり、表現型のゆらぎが生じる主因として化学反応の確率性が考えられるのである
が、生体内での化学反応は、試験官内で起こるような（未知の条件がない）理想的な化
学反応とは違い、DNA、RNA やタンパク質などの様々な分子で非常に混み合っている
状況（その状況も刻一刻と変動する）で、それぞれの分子同士が相互作用している複雑
な系の中での化学反応である。このような複雑な系の中で、ゆらぎをいかに制御してい
るのか、どのように利用しているのかという問題は、生物学にとどまらず物理学やその
他の学問分野の研究者の関心を集めている。近年の 1 細胞計測技術の進展により、細胞
内の RNA やタンパク質などの遺伝子発現量や細胞サイズなどの形状のばらつきなどを
精度良く定量的に評価することができるようになるにつれて、これまで実験誤差などと
して曖昧にされてきた“ゆらぎ”も科学の俎上にのり、ミクロな分子レベルからマクロ
な細胞レベルまで、様々なゆらぎに関する研究が行われている(4, 12-14)。 
	 現在では、表現型のゆらぎは、原核生物・真核生物に関わらず一般に観察され得る生
物が持っている特徴的な現象であり、生命システムを理解し制御する上で本質的に重要
な性質であると考えられている。	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1.1.2  	 表現型ゆらぎを利用した生命現象	 
 
	 たとえクローン細胞集団であっても集団内の不均一性は不可避なものではあるのだ
が、遺伝子発現状態のばらつきや変動は、生物にとっては単なる誤差やノイズではなく、
分化、適応や進化などの生命現象を支える本質的な役割の一部を担っているのではない
かと考えられている(15-17)。 
	 表現型ゆらぎが利用されている例として、第 4 章にも関連が深い、パーシスタンス
（persistence）現象と呼ばれる適応現象が知られている(18-25)。パーシスタンス現象
とは、抗生物質などのストレス物質を致死量投与した際に、耐性遺伝子を持たないにも
関わらず、遺伝子変異を伴わずして、クローン細胞集団内でパーシスター（persister）
と呼ばれる他の細胞よりストレスに強い（寛容（tolerance）を獲得した）細胞がある
確率でわずかながら生じてくる現象である。この現象は、ストレス物質を検出し耐性を
獲得する、いわゆるストレス応答によるもではなく、環境変動に備え表現型を分散させ
ておく、いわゆる両賭け戦略（bet-hedging strategy）による適応現象であると考えら
れている(26-28)。パーシスターは、複数の薬剤に対し寛容を獲得する多剤寛容性を有
するため、抗生物質による感染症の排除を妨げる大きな理由の一つになっており、世界
的に大きな健康問題にもつながっている。そのゆえに、これまでに基礎研究から医学研
究に渡り理論、実験に関わらず多くの研究が行われている。パーシスターの表現型形成
機構として、大別すると「細胞成長のゆらぎ」と「遺伝子発現量のゆらぎ」による説明
の 2 つ研究報告が存在する。 
	 前者による説明は、クローン細胞集団内に一定の確率で出現する成長率の非常に遅い
細胞、または、成長が止まった（休眠状態（dormant））細胞が生き残りやすいという
ものである(29-32)。細胞の成長を遅くして細胞全体の活動を止めてしまうことによっ
て、薬剤が投与された環境でも生存できる細胞を維持し、全滅から逃れているのである。
薬剤がなくなる（もしくは薬効がなくなる）か、突然変異によって耐性を獲得するまで
耐えしのぐことができれば、再び細胞数を増やすことができる。薬剤の作用機序に依存
した特殊な機構では、多剤寛容性を説明しにくいが、細胞全体の活動を止めてしまうと
いうクローバルな機構であれば、多剤寛容性を説明する上でも妥当性のあるものとして
広く受け入れられている。関連する文献も多く、歴史的にも長くパーシスタンス現象の
背景機構と考えられてきている。 
	 後者による説明は比較的最近に報告された事例で、クローン細胞集団内に一定の確率
で出現する耐性に関わる遺伝子の発現量の高い（もしくは、低い）細胞が生き残りやす
いというものである(33-35)。薬剤が投与される前の環境下で、遺伝子発現量がどうで
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あったかに依存して、薬剤投与後にその個体が寛容を獲得する確率が決まる。関連する
文献は少ないものの、前者とは異なる描像を与えるものであり、新たな事実として注目
を集めている。今後、この機構がどれくらいの普遍性があるのか様々な生物や薬剤での
検証が期待されている。 
	 このような生存戦略は、環境変動の種類に依存した特異的な応答機構を備えているよ
りも低いコストで、急激な環境変動やこれまで経験したことがない環境ストレスに対し
て柔軟に適応するために効果的であると考えられている。上述の 2 つのどちらの機構が
主要な原因であっても、環境変化前の表現型の違い（遺伝的な変異を伴わない表現型ゆ
らぎ）が環境変化後の生存確率を決定する大きな枠組みは変わらない。適応、進化のプ
ロセスを理解するためには、表現型ゆらぎを理解することが必要不可欠である事例のひ
とつである。 
 
 
1.1.3  	 長期 1 細胞計測の必要性	 
 
	 1 細胞計測とは、細胞内の分子の数や配置、細胞の形状などの情報を１細胞レベルで
計測することである(36-42)。特に、細胞間の不均一性や空間的構成など、細胞集団の
平均値をみるだけでは知り得ない情報を取得する場合に使用する。例えば、フローサイ
トメトリーや 1 細胞イメージング法と呼ばれる計測手法が広く一般的に利用されてい
る(43-46)。 
	 特に、フローサイトメトリーは、定量生物学や医学などの多くの生物学研究で広く利
用されている。フローサイトメトリーとは、細胞を流体中に分散させ細胞を順次検出部
に高速で送り、これにレーザー光を照射し、散乱する光や、予め蛍光物質で標識した微
粒子が発生する蛍光を測定する。これにより、溶液中に含まれる細胞数のカウントや、
細胞内のタンパク質や DNA 量などの定量、細胞表面や細胞内の抗原を蛍光抗体法を用
いて検出することで細胞の種類を同定するなどの目的に用いることができる。特に、短
時間にハイスループットに細胞を 1 細胞レベルで定量測定できるという特徴がある。ま
た、ソーティング技術と組み合わせることで、細胞をすりつぶすのではなく生きたまま、
特定の細胞の種類を形状や遺伝子発現量などの違いによってリアルタイムで分取する
ことができる(47)。 
	 一方で、フローサイトメトリーは、特定の環境の中で時々刻々と状態変化する細胞の
状態変化の情報を取得するには向いていない。フローサイトメトリーでは、ある一時点
の細胞集団の統計量とその時間推移の情報は取得できるが、集団内部の個々の細胞の状
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態が実際にどのように変化するかという情報は取得することはできない。これは、ある
一時点の情報を取得するタイプの計測方法であれば一般に共通して持っている問題で
あり、“一時点”という制限がかかることによって、重要な情報が失われてしまってい
る。 
	 細胞内の様々なパラメーターがそれぞれ異なる時間スケールでゆらいでいて、それら
の時系列情報が全て失われてしまっていることは当然であるが、特に、細胞成長に関す
る情報が失われてしまっている（“成長”はある一時点で得られる情報ではなく、時間
に沿って起こる“変化”によって定義される量であるので時系列情報がないと同定する
のは難しい）ことが問題である。細胞成長の情報が隠されてしまうと、どれだけハイス
ループットで計測して精度を上げることができたとしても、得られたデータを正確に解
釈することができていない危険性がある。これは、とても単純な理由で、遺伝子発現ゆ
らぎと同様に必ず増殖能（細胞成長）にもゆらぎがあり、増殖能の高い細胞の方が増殖
能の低い細胞よりも多くサンプリングされるからである(48)。つまり、常に増殖能のゆ
らぎによるバイアスがかかったデータが取得されることになる。したがって、個々の細
胞の時系列情報を取得できないだけでなく、間違ったデータの解釈によって結論を得て
しまう可能性があるということになる。 
	 この問題を解決するためには、個々の細胞の状態変化の時系列情報の取得が必要不可
欠になってくる。そこで、個々の細胞の状態変化の時系列情報の取得が可能なフローサ
イトメトリーに変わる新たな（長期）１細胞計測手法が必要となる。しかしながら、細
胞動態を調べるということは、必然的に指数関数的に増殖する増殖系を扱うことになり、
それに加えて、時間とともに変化する環境条件を制御しなければならないので、一筋縄
ではいかない。現在では、様々な工夫によってその解決の糸口を探っている状況である
(2, 49-51)。 
	 また、あらゆる研究分野において、研究目的と研究手段は表裏一体であるので、裏を
返せば、長期１細胞計測系を構築することができれば、環境応答、適応、進化、履歴や
生体リズムなど、長期時系列データを利用する関連分野は加速的に発展することが期待
できる。 
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1.2  	 本研究の目的	 
	 
	 本研究では、生物学研究に広く使われている大腸菌をモデル生物とし、増殖能のゆら
ぎと集団ダイナミクスの関係を明らかにすることを目標とし、以下の研究を行った。 
 
• 大腸菌を材料に用いて、環境制御下で 1 細胞動態を長期的に追尾計測可能な長期 1
細胞計測系を構築する。  
• 大腸菌をモデル生物とし、細胞成長のゆらぎと集団ダイナミクスの関係を理論、
実験の両面から定量的に検証する。  
• 人工遺伝子回路を導入した大腸菌を利用し、細胞成長のゆらぎや遺伝子発現ゆら
ぎといった表現型ゆらぎと適応の関係を定量解析する。  
	 
	 
1.3  	 本論文の構成	 
 
• 第 1 章では、本研究の背景と目的を説明し、本論文の構成と各章の概略を述べる。  
• 第 2 章では、今回開発した長期 1 細胞計測系について詳しく説明する。この章で
は、従来の系では困難であった計測を、どのようにして達成したのか、作製方法
を含め詳しく述べる。さらに、実際にこの長期 1 細胞計測系を用いた計測により
得られた結果を説明する。  
• 第 3 章では、細胞成長ゆらぎと集団ダイナミクスの関係を理論モデルと実験結果
を通して説明する。大腸菌をモデル生物とし、大腸菌の増殖モデルとしての齢構
造化個体群モデルを従来のものと系列の視点を取り入れたものを説明し、理論的
に導出された結果を実験的に検証した結果を述べる。さらに、齢構造化個体群モ
デルでは導出されない、実験的に得られたマクロな現象論的法則を紹介する。  
• 第 4 章では、薬剤応答耐性遺伝子の発現量をモニターできる大腸菌を利用し、薬
剤に対する長期的な適応過程を 1 細胞レベルで解析した結果について説明する。
各時点での耐性遺伝子の発現量と体積成長率の関係や、それらと生存確率の関係
ついて調べた結果を述べる。  
• 第 5 章では、本論文全体の総括として、結果のまとめと今後の展望を述べる。  
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第2章	 	 長期 1 細胞計測系の開発	 
 
2.1  	 背景	 
 
2.1.1  	 寒天培地を利用した 1 細胞計測技術の問題点	 
 
	 1.1.3 で説明したフローサイトメトリーは、1 細胞計測技術の代表格であるが、寒天
培地を利用した 1 細胞計測技術も、一般的に使用され、よく知られているものの一つで
ある。ここでは、我々が実際に行った実験結果を紹介し、問題点を明確にすることによ
って、長期 1 細胞計測系を開発するにあたり必要な条件を説明する。 
	 寒天培地を用いた 1 細胞計測技術では、マイクロ流路デバイスのような特殊な細胞培
養デバイスがなくても簡便に 1 細胞の時系列情報を取得できるという利点があるので、
広く使われており、歴史的にも比較的長い 1 細胞計測の技術である(52-54)。通常の実
験方法では、ガラスベースディッシュのガラス中央部に、調製した細胞培養溶液を滴下
し、厚さ数 mm から 1 cm 程度の寒天培地の小片を細胞培養溶液の上に置き、細胞をガ
ラスと寒天培地の間にはさみ、乾燥を防ぐためガラスベースディッシュの淵に水滴をた
らし、蓋をする（図 2.1）。これを倒立型顕微鏡にセットし、ガラス側から細胞を観察
する。細胞はガラスの上から寒天培地によって押さえつけられているので、ガラス上で
２次元的に増殖する。自動 XY ステージや、自動シャッターなどを備えた電動顕微鏡を
用いれば、細胞が状態変化しながら増殖する様子を簡単に多点タイムラプス計測するこ
とができる（図 2.2）。 
	 細胞上部に置かれる寒天培地小片の容積は、細胞に比べて非常に大きいため、栄養は
常に供給され、老廃物は拡散していき細胞周囲の環境はほとんど一定であるという期待
の下で観察している。しかしながら実際は、培地を常に交換し続ける灌流系を備えた計
測手法とは違い、細胞周囲の環境を制御しているわけではない。そのため、細胞の成長・
分裂にともない指数関数的にコロニーは大きくなるので、ローカルな培養環境条件は、
時間とともに大きく変わってしまっている可能性がある。従って、測定値の統計量の定
常性を確認するなど、環境条件の妥当性を見極めながら使用する必要がある。 
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図	 2.1	 寒天培地の概念図（左）写真（右）	 
ガラスベースディッシュ（35mm/GLASS BASE DISH Glass12φ、IWAKI）
のガラス中央部に、調製した細胞培養溶液を滴下し、厚さ数 mm から 1cm 程度の
アガロースパッド（寒天培地の小片）を細胞培養溶液の上に置く。乾燥を防ぐた
めにガラスベースディッシュの淵に水滴をたらし、蓋をする。	 
	 
	 
	 
	 
 
図	 2.2	 寒天培地を利用した計測系の概念図（左）倒立顕微鏡に設置した寒天培
地系の写真（右）  
自動 XY ステージや、自動シャッターなどを備えた電動顕微鏡を用いて、細胞が
状態変化しながら増殖する様子を多点タイムラプス計測する。  
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 実際に増殖の様子を観察してみると、対数増殖期にある前培養のカルチャーから細胞
を使用しても、成長が極端に遅いコロニーがあるなど、単なる細胞成長のゆらぎではな
い可能性があることがわかる（図 2.3）。つまり、観察される不均一性は、細胞内部の
ゆらぎによる不均一性のみを反映しているのではなく、それとは異なる原因による不均
一性を反映している可能性がある。また、図 2.4 で示すように、この寒天培地を利用し
た計測系で得られたデータで評価すると、大半の場合、遺伝子発現状態は短時間の間に
大きく変動していることがわかる。図 2.4 は、ある遺伝子プロモーターの下流から蛍光
タンパク質を発現するプラスミドを導入した大腸菌を使い、その蛍光タンパク質の蛍光
輝度を測定した実験結果を示したものである。細胞内の蛍光タンパク質濃度は、測定開
始後しばらく安定せず、その後、一時的に定常になったように見えなくもないが、再び
不安定になる傾向がみられた。データの一部（下降し上昇するまでの時間）を切り取れ
ば定常に見える部分もなくはないが、ちょうど発現量が下がって上がる時間であるので、
定常というよりは発現量が上がる集団と下がる集団の 2 つの集団が混ざっている可能
性が高いので信頼性のあるデータとしては使用できないと判断できる。 
	 観察初期の細胞状態の変動の要因の一つには、液体培地から寒天培地に変わった影響
で、寒天培地に慣れるまでしばらく時間がかかるという可能性が考えられる。通常、環
境を変えた際、誘導期（lag phese）という環境変化に対して細胞の状態を整備するた
めの時間が必要とされていて、誘導期を抜け出す時間も個体差があることが知られてい
る（それに加えて、この実験系の場合、そもそも環境が均一ではないことによって、応
答時間に違いが出ている可能性も十分考えられる）。誘導期にいる細胞と対数増殖期に
いる細胞は、遺伝的に変化しているのではないが、表現型ゆらぎではないことに注意さ
れたい。例えば、1.1.2 で説明したパーシスタンス現象を例にして説明すると、対数増
殖期の細胞よりも誘導期の細胞の方が薬剤に対する寛容性が高いことが知られている
が、誘導期の細胞をパーシスターとは呼ばない。明らかに対数増殖期の細胞と誘導期の
細胞が混ざった細胞集団に薬剤を投与して、誘導期（成長が遅い）の細胞をゆらぎによ
る寛容性の獲得であると勘違いしている可能性が高い研究報告も少なからず存在する。
本来は、定常的に成長している細胞集団の中で、細胞状態が行ったり来たり変動（ゆら
ぎ）している中で、一定確率で出現する他の細胞よりも高い寛容性を示す細胞のことを
パーシスターと呼ぶのである。つまり、ゆらぎによる細胞の成長率の低下と、誘導期に
いる細胞の成長率の低下は、区別しなければならない。時間経過後の測定値の変動につ
いては、寒天培地の劣化やコロニー形成に伴って局所的に寒天培地の環境が変動する影
響も受けている可能性がある。 
	 このように、寒天培地を用いた計測系では、寒天培地の劣化、液体培地から寒天培地
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への変化による環境の変化や、コロニー形成（急激な細胞増殖）による局所的な環境変
動などの理由により、定常的な環境条件を作り出すことが難しいことが示唆される。し
たがって、表現型ゆらぎの性質を明らかにするためには、少なくとも、観察する環境に
慣れるまでの時間よりも長く観察でき、環境制御ができるシステムが必要である。 
	 さらに、たとえ上述した問題を解決できたとしても、根本的な問題が残る。途中で細
胞を取り除くこともできないので、数回分裂すれば細胞数が急激（指数関数的）に増え
過ぎてしまい、2 次元的に広がりにくくなり、3 次元的に重なった状態での増殖が起こ
り始め、ひとつひとつの細胞の同定ができなくなる。たとえ、3 次元的に重なった状態
での増殖を防ぐことができたとしても、観察領域に制限があるので指数関数的に増殖す
る細胞を計測するのは困難である。興味のある全てのパラメーターのゆらぎの時間スケ
ールがとても短ければ、数世代の間観察できれば十分かもしれないが、実際には、短い
時間スケールのものだけではない。例えば、細胞内のタンパク質濃度のゆらぎの時間ス
ケールは数世代から 10 世代以上あることが確認されている（図 2.21）。たとえ神経細
胞や特殊なメカニズムを持たない大腸菌であっても、様々な時間スケールの“記憶”が
残ることが示唆されている。ゆらぎと適応や進化といった生命現象との関係を視野に入
れると、数十世代、数百世代以上の長期計測が必要条件になってくる。 
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図	 2.3	 蛍光タンパク質を発現する大腸菌が寒天培地上を成長する様子	 
観察開始時は、1 細胞から始まるが、時間経過とともにコロニーの大きさに違い
が出てくる様子。	 
	 
 
 
図	 2.4	 不安定な蛍光タンパク質濃度と分散の時間推移	 
遺伝子プロモーターの下流から蛍光タンパク質（GFPmut2）を発現するプラス
ミドを保持する大腸菌を使用。平均蛍光強度の集団平均の時間推移。エラーバー
は±S.D.である。	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2.1.2  	 長期１細胞計測系の必要条件	 
 
	 前節では、広く一般的に使用されている寒天培地を利用した 1 細胞計測技術の問題点
を指摘し、長期 1 細胞計測系に必要な条件を説明したが、ここでは、それを改めて整理
し、一般的に長期 1 細胞計測系に必要な条件を説明する。 
	 環境を制御しながら、個々の細胞の状態変化を何十世代、何百世代という長期にわた
って計測するためには、以下の 3 つの大きな問題をクリアすることが課題である。 
	  
1. 増殖に伴う細胞数の増加：長期計測を可能にするためには、増えすぎてしまっ
た細胞をどのように取り除くかが重大な問題となる。細胞が取り除かれない閉
鎖系では、指数関数的に細胞数が増殖するため、時間とともに急激に系内の細
胞密度が増加し、環境条件の変化を引き起こす。バッチ培養系で長期計測を実
現するケモスタットのように、常に一部の細胞を系外に除去する工夫が必須で
ある。先行研究では、光ピンセットを使い手動で細胞を取り除く方法も考案さ
れているが、かなりの労力が必要とされ、数十世代以上観察するのは困難であ
る(55)。増殖率の速い大腸菌でも百世代以上連続観察する場合、数日から数週間
かかるので、細胞の除去が自動的に行える計測システムにする必要がある。  
 
2. 細胞の安定な追尾：複数の細胞が同一空間内で 3 次元的に浮遊し、ブラウン運
動によりランダムに移動してしまうと、数分程度の時間間隔で行うタイムラプ
ス計測では、異なるフレーム間での細胞の対応関係が同定できなくなる。した
がって、安定に個々の細胞を追従するには、細胞を別々に閉じ込める、もしく
は寒天培地上での計測のように、細胞の移動をうまく制限するといった手法が
必要である。  
 
3. 環境制御：細胞は周囲の環境中の栄養分を消費し、老廃物を排出するので、細
胞周囲の環境条件を自ら変化させてしまう。したがって一定の環境条件下で計
測を行うためには、外部から常に栄養を供給し、老廃物を取り除くことのでき
る工夫が必要となる。  
 
 
 15 
2.2  	 目的	 
 
	 大腸菌を材料とし、（1）増殖による細胞数の増加（2）細胞の安定な追尾（3）環境
制御の 3 つの課題をクリアした新たな長期 1 細胞計測系を構築する。 
 
2.3  	 長期１細胞計測系の概要	 
 
	 今回、上記 2.1.2 であげた問題を全て解決でき、安定な長期 1 細胞計測を実現するマ
イクロ流体デバイスを考案した。以下、そのシステムの概要を述べる。 
	 まず、今回開発した長期 1 細胞計測系のデザインと材料の特徴を説明する。この計測
系のコアとなるのは、図 2.5、図 2.6 に示した形状を有するマイクロ加工を施したガラ
ス基板である。このガラス基板上に、細い流路（グロースチャネル）と太い流路（セル
ドレイン）の 2 種類の流路を直交する形で構成することで、細胞はグロースチャネルに
閉じ込められ、成長・分裂し、上下左右に移動を繰り返しながらグロースチャネルの端
にきたら、セルドレインに落ち洗い流されるという設計になっている。これにより、長
期 1 細胞計測系の必要条件の 1 つ目である、増え過ぎてしまった細胞を一定の割合で取
り除くという課題をクリアする。 
	 今回は、ガラス基板に直接マイクロ加工を施し、このマイクロ流路を作製した。近年
では、マイクロ流路を作製する材料として、加工しやすい PDMS（polydimethylsiloxane）
を使うことが多いが、ガラスを使用することにより基板表面への化学修飾が容易となる
(1, 56)。この点を利用し、ガラス基板をビオチン修飾することで、アビジン修飾された
セルロースメンブレン（半透膜）を基板上面に接着させることができる。また、グロー
スチャネルの深さを細胞サイズとほぼ同じくらい（約 1 µm）にすることで、このセル
ロースメンブレンのシールにより、細胞をグロースチャネル内に安定に保持できる。ガ
ラス基板とセルロースメンブレンはビオチン−ストレプトアビジン相互作用でしっかり
結合（共有結合）しているため、通常の培養条件では剥がれることはない。これにより、
長期 1 細胞計測系の必要条件の 2 つ目である、細胞の動ける範囲を 2 次元的に制限し
安定に追尾するという課題をクリアする。 
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図	 2.5	 灌流系とマイクロ加工ガラス基板の構成図	 
ガラス基板に掘られた溝に細胞を滴下し、上面からセルロースメンブレンでシー
ルすることで細胞を保持することができる。細い溝（グロースチャネル）の端に
きた細胞は太い溝（セルドレイン）に落ち系外へ排出される。細胞周囲の培養液
は、PDMS で作られた灌流装置で系内に供給され、セルロースメンブレンを介
して速やかに培地交換が行われる。  
 
 
 
 
図	 2.6 マイクロ加工基板の概略	 （左）マイクロ流路全体の俯瞰図（右）マイ
クロ流路の拡大図  
調整した培養液の細胞数によって、数十カ所から数百カ所ランダムに細胞がグロ
ースチャネル内にトラップされ、細胞増殖し増えすぎた細胞はセルドレインに落
ち系外へ排出される。	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 培地供給部として、培養液の入口と出口（これは同時に、セルドレインに押し出され
た細胞を系外に排出する出口）となるチューブ、および泡トラップを有するパッド
（PDMS パッド）をガラス基板に接着させる。セルロースメンブレンを介して上から
グロースチャネルに培養液を流すための空間を確保するため、この PDMS パッドは、
内容積 25µl のフレームシールチャンバーを介して取り付ける。仮に、セルロースメン
ブレンを使わず PDMS で全て作ってしまうと、グロースチャネルの両端からの培地交
換しか望めず、十分な培地交換ができない可能性がある。しかしながら、セルロースメ
ンブレンを使うことにより、速やかに培地交換が可能となる(1, 56)。また、一般に、マ
イクロ流路デバイスを使用し計測する際、培養液中に混入した泡、もしくは、培地に解
けている空気から生じた泡がデバイス内に混入するというトラブルがしばしば発生し、
泡が妨げになり培地が行き届かなくなる問題や、光路軸を干渉して綺麗な顕微画像が取
得できないといった問題を引き起こす。しかしながら、今回使用するこのデバイスを用
いれば、泡が混入したとしても、セルロースメンブレンの下側の流路には入ることなく、
全てセルロースメンブレンの上側の泡トラップ流路を通り排出されるので泡が観察領
域に入る心配はない（図 2.7）。また、セルロースメンブレンを使うことにより、圧力
差による問題も解決出来る。PDMS で培地の流路を制限してしまうと、それぞれの流
路に均等に培地を流さないと圧力差が生じ、流れが局所的に速くなり細胞が全て流れて
しまう問題や、逆に流れが止まり培地の交換が十分ではなくなる問題も生じる。一方で、
セルロースメンブレンを使うことで、全ての流路がセルロースメンブレンを介してつな
がることによって、圧力差がほとんど生じないので流れが止まってしまうことはない。
これにより、長期 1 細胞計測系の必要条件の 3 つ目である、十分な培地交換による細胞
周囲の環境を制御するという課題をクリアする。 
 
	 培地供給部である PDMS パッドに培養液をポンプで流し込むことで、グロースチャ
ネル中の細胞周囲の環境を制御しながら、セルドレインに押し出された細胞を、培養液
とともに系外に排出することができるのだが、細胞を洗い流すためには、ある程度速い
流速で培地交換しなければならないので、大量の培地が必要である。ペリスタポンプを
使えば培地交換なしに大量の培地を送り続けることができるが、シリンジポンプに比べ
脈流が発生しやすい。脈流が生じると顕微鏡観察の際にピントが外れやすくなるという
問題がある。そこで、比較的脈流が発生しにくいシリンジポンプ（New Era Syringe 
Pump）2 台と培地タンクを組み合わせ使用することにより、連続的に培地を送り続け
ることができる構成とした（図 2.8）。片方のシリンジポンプで培地を流している間に、
他方のシリンジポンプは培地タンクから培地を引き補給するという作業を繰り返すよ
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うにシリンジポンプをプログラムすることにより、自動で培地交換ができる。さらにフ
ィルターを通していつでも後から培地を培地タンクに注ぎ足せるようにしておくこと
で、培地を切らさずに計測を進めることができるのである。 
 
	 以上述べた構成で、長期１細胞計測を実現する計測系を立ち上げた。まず、次節 2.4
でマイクロ加工基板の作製方法や観察手順などの具体的な実験手順の詳細を述べ、その
後、実際にこの計測系を用いた細胞計測の結果を示す。 
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図	 2.7	 灌流系の概念図（左）写真（右）	 
培地入り口から培地が供給され、フレームシールチャンバー内は培地で満たされ
る。満たされた培地はセルロースメンブレンを介してグロースチャネル内に培地
が供給される。老廃物やセルドレインに落ちた細胞は培地出口から排出される。
培地内に混入した泡は、泡トラップ流路にトラップされ系外へ排出される。  
 
 
 
 
	 	 	 	 	 	 	 	 	  
図	 2.8 シリンジポンプと培地タンクの写真	 
シリンジポンプ２台と培地タンクを組み合わせることで、1 台のシリンジポンプ
で培地を供給している時に、もう 1 台のシリンジポンプに培地タンクから培地を
補給できる。  
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2.4  マイクロ流路デバイスの作製方法	 
	 
2.4.1  	 フォトマスクの作製	 
 
	 まず、グロースチャネルとセルドレインのフォトマスクのパターンをそれぞれ別々に
設計した。この設計には CAD 設計用ソフトウェア AutoCAD（Autodesk）を用いた。
グロースチャンネル用のフォトマスクの設計では、幅 1µm、長さ 1000µm の直線が 20 
µm 間隔で 100 本配列したパターンができるようにした。また、セルドレイン用のフォ
トマスクの設計では、幅 10µm、長さ 2000µm の直線が 70µm 間隔で 30 本配列したパ
ターンとなるようにした。 
	 次に、フォトマスクとする基板を作製するため、抵抗加熱蒸着装置（SVC-700TM、 サ
ンユー電子株式会社）により、洗浄済みのガラス基板（標準大型白色緑摩 No1、松浪
硝子）上に Cr を 1000Å蒸着させた。そのクロム蒸着ガラス基板をホットプレート上に
置き、200℃で 5 分間熱し、余分な水分を飛ばした後に、スピンコーター（1H-D7、ミ
カサ）によって、ポジ型のフォトレジスト（OFPR-800、東京応化）を塗布し、95℃で
90 秒間加熱することによって、フォトレジストを基板に焼き付けた。この基板に対し
て光描画装置（DDB-3TH、ネオアーク）を用いて、予め CAD で設計したパターンを
照射した。光描画装置とは、レーザー光を顕微鏡の対物レンズを通して、フォトレジス
ト面に集光させステージを移動させることによって露光できる装置である。露光終了後、
現像溶液（NMD-3、東京応化）に浸すことにより、フォトレジストの露光された部分
を溶媒に溶かし、Cr 層を剥き出しにした。一度 MillQ 水で軽くすすぎ、Cr エッチャン
ト溶液（MPM-E30、INTEC）に浸すことで、剥き出しになった部分の Cr を除去した。
再度 MillQ 水で軽くすすぎ、アセトンに浸し、フォトレジストを除去した。最後に MillQ
水でよくすすぎ、ブロアーで乾かすことで、フォトマスクを得た（図 2.9）。 
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図	 2.9	 フォトマスクの作製過程	 
ガラス基板の表面にクロムを蒸着させ、その表面にフォトレジストを塗布する。
レーザー描画装置でパターンを描画し、現像する。現像されたパターンの部分の
クロムを落とし、フォトレジストを除去する。  
 
 
 
2.4.2  	 マイクロ加工ガラス基板の作製	 
 
	 マイクロ加工基板の作製には、ガラスを溶解する性質をもつフッ酸溶液に基板を浸し、
特定部位を表面から溶解させ形状パターンを作るウエットエッチング法を利用した。 
	 上記 2.4.1 で作製したフォトマスクを使用し、ウエットエッチング法によりマイクロ
加工基板を作製する場合、1 回の過程で深さの異なる溝を削ることができない。そこで、
本研究では、グロースチャネル、セルドレイン、それぞれに対して処理時間を変えて、
フッ酸によるエッチングを 2 回行うことで、浅い溝（グロースチャネル）と深い溝（セ
ルドレイン）を作製した（図 2.10）。 
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図  2.10 マイクロ加工基板の作製過程  
ガラス基板の表面にクロムを蒸着させ、その表面にフォトレジストを塗布する。
フォトマスクを使用しパターンを露光し、現像する。現像されたパターン部分の
クロムを落とす。ガラス基板が露出したパターン部分をフッ酸に浸し削る。この
作業を２回繰り返す。  
 
 
 
	 まず、セルドレイン用の深い溝をガラス基板上に作製した（図 2.10 Step1）。抵抗加
熱蒸着装置により、洗浄済みのカバーガラス（NEO Micro glass, No. 1.、24 mm×60 
mm、松浪ガラス）上に Cr を 1000Å蒸着させた。そのクロム蒸着ガラス基板を 5 分間
200℃で熱し、余分な水分を飛ばした後に、スピンコーターによって、フォトレジスト
を塗布し、95℃で 90 秒間加熱することによって、フォトレジストを基板に焼き付けた。
フォトマスクを基板にしっかり接触させ、フォトマスク背面から水銀ランプ光を照射す
ることで、フォトマスクのパターンを基板上に露光した。露光後、現像液（NMD-3）
に浸し、一度 MillQ 水で軽くすすぎ、Cr エッチャント溶液（MPM-E30）に浸して Cr
層の一部をパターンに沿って除き、再度 MillQ 水で軽くすすいだ。フォトレジストと
Cr 層が残り、一部パターンに沿ってガラス面が露出している状態のこのガラス基板を、
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バッファードフッ酸（110-BHF、 森田化学工業）に浸し 23℃で 4 時間静置し、ガラ
スの一部を表面から削った。4 時間経過後に、基板を MillQ 水に浸してすすぐことで反
応を止めた。残っているフォトレジストをアセトンに浸し除去し、MillQ 水で軽くすす
ぎ、さらに Cr エッチャント溶液に浸し、また MillQ 水で軽くすすいで、セルドレイン
の形状パターンを表面にもつガラス基板を作製した。再びクロム蒸着を行うために、作
製した基板をきれいに洗浄した（洗浄の手順は次節 2.4.3 を参照）。 
	 セルドレインを基板上に作製した後、グロースチャネル用の浅い溝を続けて作製した
（図 2.10 Step2）。作業としては、フッ酸エッチングの時間を 15 分に変更するだけで、
セルドレインと同じ手順で作製した。 
	 以上のように、2 段階のフッ酸エッチングにより、目的のガラス基板を作製した。今
回のようにウェットエッチング法を用いる場合、ガラスは等方的に削れてしまうため、
実際にできあがる溝の幅は、フォトマスクの設計よりも大きくなる。フッ酸エッチング
の過程以外にも、露光や現像、クロムエッチングの過程でも少しずつフォトマスクの設
計よりも全体的にパターンが大きくなる。結果的に、上記の方法で作製した場合、グロ
ースチャネルの最終的な幅は約 3 µm、長さは約 30 µm、深さは約 1.4 µm、セルドレイ
ンは、幅は約 50 µm、長さは約 2000 µm、深さは約 16.8 µm となった。 
	 今回用いた手順では、セルドレイン用の深い溝を削った後に、グロースチャネル用の
浅い溝を作製した。作製順序を逆にしてグロースチャネル用の深い溝を削った後に、セ
ルドレイン用の浅い溝を作製しなかった理由は、2 回目のフォトレジストをスピンコー
トにより塗布する際に、溝の角の部分にフォトレジストをうまく保持することができな
いことによる（図 2.11）。角のフォトレジストが落ちてしまった場合、クロムエッチン
グの際にその部分のクロムが溶解し、続いて行うフッ酸エッチングの際に、その部分が
削れてしまう。もし、深い溝を後から作製する手順にすると、グロースチャンネルの角
の部分が 2 回目のフッ酸エッチングの際に大きく浸食され、目的の形状ができないこと
を確認しており、上記の手順で作製することが必要であった。 
	 作製したマイクロ加工基板は、傷がつくなり破損しない限り、洗浄し繰り返し使用し
た。 
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図	 2.11 2 回目のフォトレジスト塗布の様子	 
フォトレジストをスピンコートにより塗布する際、遠心力で溝の角の部分のフォ
トレジストが剥がれ落ちてしまう。  
 
 
 
2.4.3  	 マイクロ加工基板のビオチン修飾	 
 
	 マイクロ加工基板のビオチン修飾は、以下の方法で行った。 
	 まず、マイクロ加工基板の洗浄を行った。最初に、汚れをしっかり落とすため、マイ
クロ加工基板を金属製の染色バットに入れ、液体コンタミノン（和光）を 1/3 と MillQ
水 2/3 の割合で作った洗浄溶液に浸し、1 時間超音波洗浄した。液体コンタミノンをし
っかり落とすため、水道水で 15 回、MillQ 水で 3 回すすぎ、MillQ 水で 2～3 分間超音
波洗浄を 2 回繰り返した。次に、エタノールに浸し、20 分間超音波洗浄した後、エタ
ノールを落とすため MillQ 水で 3 回すすぎ、MillQ 水で 2～3 分間超音波洗浄した。ガ
ラス表面をわずかに削りきれいにするため、0.1M NaOH（又は KOH）に浸し、1 時間
超音波洗浄した。NaOH（又は KOH）を落とすため、MillQ 水で 3 回すすぎ、MillQ
水で 2～3 分間超音波洗浄した。水気をよくきり、140℃で 40 分間、乾熱滅菌器で乾燥
させた。 
	 次に、アミノシランカップリング処理を行った。三角フラスコに MillQ 水 200ml と
スターラーバーを入れスターラーで攪拌しながら、3-(2-Aminoethylaminopropyl) 
trimethoxysilane（信越化学工業）2ml を水と分離しないようにゆっくり少しずつ滴下
し、アミノシラン水溶液を作る。マイクロ加工基板をアミノシラン水溶液に浸し、30
分間静置した後、140℃で 40 分間、乾熱滅菌器で乾燥させた。最後に、MillQ 水で 40
分間超音波洗浄し、140℃で 40 分間、乾熱滅菌器で乾燥させた。 
	 最後に、ビオチン修飾を行った。ビオチン（EZ-link NHS-LC-LC-Biotin、PIERCE）
約 0.1mg を Dimethylsulfooxyde（和光）25ml で完全に溶かし、そこに 0.1M PH8 リ
ン酸バッファー2ml を加えた溶液をマイクロ加工基板上に 200µl 滴下し、6 時間静置し、
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MillQ 水で洗浄し、ブロアーで乾かし、ビオチン修飾されたマイクロ加工基板を得た。 
 
 
2.4.4  	 セルロースメンブレンのアビジン修飾	 
 
	 セルロースメンブレンのアビジン修飾は以下の方法で行った。 
	 セルロースメンブレン（SpectraPro7 Cellulose membrane MW25000）を適当な大
きさに切り、MillQ 水でこすり洗いし、15 分間つけ置き洗いし、再びこすり洗いをす
ることで保存溶液をよく洗い流した。このセルロースメンブレンを 0.1M NaIO4水溶液
に浸し、25℃で 6 時間振とうさせ反応させた。反応を止めるため、MillQ 水で 10 回す
すいだ。0.1M pH7 リン酸バッファーに Streptavidin Hydrazide（PIERCE）を少量溶
かした水溶液をセルロースメンブレンに 2 ml 滴下し、14 時間振とうさせることで反応
させた。反応を止めるため、MillQ 水ですすぎ、アビジン修飾されたセルロースメンブ
レンを得た。 
 
 
2.4.5  	 PDMS パッドの作製	 
 
	 培地供給部の PDMS パッド（図 2.7）は、以下の簡単な手順で作成できる(57)。 
	 まず、最終的に泡トラップ流路となる型を作製した。フレームシールチャンー
(BIO-RAD、Frame-Seal 25µl)をコの字型に切り、シャーレ上に貼りつけた。PDMS
の原料（SYLGARD 184 SILICONE ELASTOMER BASE）24g と硬化剤（SYLGARD 
184 SILICONE ELASTOMER CURING AGENT）2.4g を 10 分以上よく撹拌したも
のをシャーレに流し入れた。撹拌する際に気泡ができてしまうので、30 分間真空引き
し気泡を消した。気泡が消えたのを確認したら、60℃で 1 時間、加熱乾燥した。カッ
ターで適当な大きさ（おおよそ 20mm×20mm）に切り抜き、シリコンチューブを差し
こむための穴（φ=2mm）を３つ（入口１つ、出口２つ）開ける。約 10cm の長さに切
ったシリコンチューブ（SR-1554、Tigers Plymer Crop.、外径φ=2 mm、内径φ=1mm）
を差し込んだ。差し込み口の隙間から培地が漏れ出さないように、PDMS パッドのシ
リコンチューブの差し込み口の隙間を原料と硬化剤をよく混ぜた溶液をわずかに流し
込みふさいだ。さらに、60℃で 1 時間、加熱乾燥させ完成させた。 
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2.5  	 細胞株	 
 
	 この実験では、異なる 2 つの細胞株に由来した大腸菌株を使用した。これらは、当研
究室で既に作製された株を使用した。由来となる細胞株の 1 つ目は、大腸菌を材料にす
る研究で最も一般的に使用されている大腸菌株の中の一つである W3110 である。全ゲ
ノム読解がいちはやく決定された MG1655 とほとんど塩基配列に違いがない K-12 由
来の株である。2 つ目は、比較的、細胞の成長・分裂が安定していていることが知られ
ているため、細胞の成長や分裂の解析によく用いられる B/r である。2 つの大腸菌株か
ら、表面接着、細胞集塊化を促進すると考えられている 2 つの遺伝子（fimA, flu）、お
よび、鞭毛タンパクの遺伝子（fliC）をノックアウト（B/r にはもともとこの遺伝子は
存在していない）した F3（W3110 ΔfliC ΔfimA Δflu）と BrF2（B/r ΔfimA Δflu）
を使用した(58)。さらに、タンパク質の発現量をモニターするため、そして、画像解析
の際、細胞のエッジ検出を容易にする役割も果たす蛍光タンパク質（GFPmut2）の遺
伝子を保持したプラスミドを導入した。Zaslaver らによって構築された大腸菌のプロ
モーターライブラリー（図 2.12）の中から、フォトダメージの少ない励起条件で安定
的に蛍光観察可能な rpsL 遺伝子のプロモーターをコードするローコピープラスミド
（pUA66-rpsL）を選び、F3 と BrF2 にそれぞれ形質転換した大腸菌株 F3-rpsL-gfp
（W3110Δ fliCΔ fimAΔ flu pUA66-rpsL）と BrF2-rspL-gfp（B/rΔ fimAΔ flu 
pUA66-rpsL）を使用した(59)。 
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図  2.12 大腸菌プロモーターライブラリー	  
Zaslaver らによって構築された、ローコピープラスミド（pUA66）上の蛍光タ
ンパク質（GFPmut2）の遺伝子の上流に、大腸菌のゲノム上の遺伝子プロモー
ターを導入にしたライブラリー。
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2.6  	 実験手順	 
 
2.6.1  	 大腸菌の培養および調整	 
 
	 ベース培地として、M9 最小培地（M9 Minimul Salt (Difco) + 2mM MgSO4 + 0.1 mM 
CaCl2）を用いた。ここに炭素源として 0.2%（w/w）glucose + MEM amino acid solution
（SIGMA）、または、0.2%（w/w）glycerol を加えた。計測には、グリセロールストッ
ク（15% glycerol、-80℃）から観察したい大腸菌株を植菌し、37℃で一晩振とう培養
した細胞溶液を 200 倍希釈し、数時間振とう培養したのち紫外可視分光光度計
（UV-1800 UV-VIS-NIR、SHIMADZU）を用いて細胞溶液の光学濁度（λ=600 nm、
OD600）を計測した。OD600 が 0.2~0.5 であることを確認し、増殖率が対数増殖期に入
った細胞を用いた。今回用いた細胞株に含まれるプラスミドは、カナマイシンが培地中
に含まれていなくても安定に保持されることを確認しているので、顕微鏡観察の際の培
地中にはカナマイシンは入れていない。しかし、万が一プラスミドを保持していない細
胞がでてきたとしても、確実にプラスミドを保持した細胞のみを選択するため、前培養
の培地中にはカナマイシン（20µg/ml）を加えた。 
 
 
2.6.2  	 計測の手順	 
 
	 マイクロ加工基板にフレームシールチャンバーを貼り、対数増殖期に入った細胞溶液
をOD600＝0.05になるよう細胞密度を調製した細胞溶液をマイクロピペット0.5 µlとり、
グロースチャネルのある領域に滴下し、滴下後すぐにピンセットを使いセルロースメン
ブレンを貼りつけた。予めセルロースメンブレンはアビジン修飾されており（2.4.4）、
ガラス表面はビオチン修飾されているので（2.4.3）、ビオチン−ストレプトアビジン相
互作用で結合する(56)。セルロースメンブレンが付いたら細胞が乾かないように培地を
セルロースメンブレン上に20µl滴下し、PDMSパッドを上から被せ、顕微鏡にセットし
（図2.13）、シリンジポンプを使用し培地を流しはじめる。細胞がグロースチャネル内
を埋め尽くし（6時間以上経過してから）、細胞の状態が十分安定してから計測を始めた。
培地を流す速さは、シリンジポンプ（New Era Syringe Pump）で調節可能で5ml/hと
設定した。チャンバーの内容量は約25µlであるので、チャンバー内の培地は1分間にお
よそ3回交換される計算になる。長期計測のための顕微鏡観察には、温度を一定に保つ
 29 
ためにステージ全体を恒温槽（Tokai Hit、TIZHB）で囲った倒立顕微鏡（ECLIPSE Ti、
Nikon）を使用し、顕微鏡とシリンジポンプと廃液ビンは空気ばね式防振台の上に乗せ、
室内光の影響がない条件で計測を行った（図2.14）。顕微鏡の自動操作には、広く一般
に使用されているフリーソフトMicro Manager（https://micro-manager.org/）を使用
した。対物レンズとして油浸位相差レンズ（倍率100倍、Plan Fluor、N.A. 1.30、Nikon）、
及び、油浸明視野レンズ（倍率100倍、Plan Apoλ、N.A. 1.45、Nikon）を用い、冷却
CCDカメラ（ORCA-R2、Hamamatsu photonics）を用いて顕微画像を取得した。グ
ロースチャネル内に細胞がいる位置を探し、蛍光画像を一定間隔（1min）でタイムラ
プス計測した。蛍光像取得の露光時間（500msec）及び、励起光の強さは平均蛍光量に
応じて調整した。励起光の光源は、水銀ランプ（INTENSILIGHT C-HGFIE、Nikon）、
及び、LED（DC2100、Thorlabs）を使用した。 
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図  2.13 顕微鏡にマイクロ流路デバイスをセットした写真  
ステージの移動の際に動かないようにマイクロ流路デバイス本体とシリコンチ
ューブを顕微鏡にしっかりテープで固定。  
 
 
 
 
 
図  2.14 計測装置全体の写真  
顕微鏡とシリンジポンプと廃液ビンは空気ばね式防振台の上に乗せ、室内光の影
響がない暗室に設置。  
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2.7  	 画像解析	 
 
	 得られたタイムラプス画像は、ImageJ（http://rsbweb.nih.gov/ij/）のマクロを用い
て解析した。細胞の輪郭検出には、前処理（複数回“Smooth”と“Sharpen”をかけ
た）した蛍光画像を 2 値化（"Auto Local Threshold"）した画像を利用した。子孫細胞
（細胞が取り除かれた時点、または、観察終了時）から祖先細胞（観察開始時の細胞）
に遡ることによって系列情報を取得した。連続するフレーム間では、重心位置はあまり
変わらないことを利用し、細胞の重心をトラッキングすることにより自動的に系列情報
（フレーム間で対応する細胞の情報）を取得したが、最終的には目で確認することによ
って、間違った細胞の系列につながることを防いだ（図 2.15）。異なる 2 つの系列が 1
つの系列になるところを細胞が分裂した点であると認識した。系列情報と共に、細胞の
大きさ、細胞の平均蛍光強度およびバックグラウンドの平均蛍光強度、位置情報のデー
タベースをファイルとして出力し、そのデータベースを C 言語と MATHEMATICA で
作成された専用のカスタム解析ソフトに読み込み、データ解析やグラフの作成等をおこ
なった。ただし、蛍光強度の情報は、前処理した画像ではなく、元画像の情報を使用し
た。 
 
 
 
	 	 	 	  
図  2.15 自動トラッキングの概念図  
連続するフレーム間では、重心位置はあまり変わらないことを利用し、連続する
フレーム間での細胞の対応付けを自動的に行った。最終的には目で確認。最後の
フレーム（細胞が取り除かれたフレーム、または、観察終了時のフレーム）から
トラッキングし、異なる 2 つの系列が 1 つの系列になるところのフレームを細胞
が分裂したフレームであると認識。  
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2.8  	 結果	 
 
2.8.1  	 観察結果	 
 
	 顕微鏡観察の結果、細胞が重なることも、詰まることも、観察途中でグロースチャネ
ルから全ての細胞が洗い流されることもなく、長期的に観察できることがわかった。グ
ロースチャネル内では、個々の細胞は成長・分裂しながら互いに押し合い（タイムラプ
ス間隔の時間に比べて）ゆっくりと上下左右に移動し、グロースチャンネルの淵にきた
細胞は、速やかにセルドレインに落ち洗い流されることがわかった（図 2.16）。 
	 マシントラブル等により途中で観察が終了することもあったが、今回開発した長期 1
細胞計測系を使用することにより、これまでに少なくとも 170 世代（約 170 時間）以
上の長期にわたって観察することができることを確認している（図 2.17）。観察の間は、
ほぼ定常的に成長していることも確認した（図 3.3）。その評価方法と評価結果は次章
の 3.4.3 および 3.4.4 で説明する。 
	 100 世代以上の計測になると数日から 2 週間ほどの時間はかかるが、実験開始後は、
細胞の除去や培地交換などの作業を行う必要がなく、全て自動で計測を進めることがで
き、複数箇所のタイムラプス画像を取得することができることを確認した。 
	 長期計測によって得られたタイムラプス画像を解析することで、図 2.17 で示したよ
うな長時間にわたる細胞の系統樹が得られた。時間とともに系列の数が減り、長期間計
測すると１つの系列が競争によって生き残る（子孫細胞から系統樹を遡ると 1 つの祖先
細胞にたどり着く）ことがわかった。もし、細胞間での競争（自然選択）が起きていな
ければ、最終的に残る系列が 1 つの祖先細胞に収束することはない。詳しい説明は次章
でするが、単純に長期計測ができるだけでなく、連続培養（ケモスタット）のような集
団内で競争が起きるシステムであることがわかった。つまり、もちろん、1 細胞レベル
で個々の細胞の性質を解析することもできるが、それと同時に、集団レベルの集団とし
ての性質も解析できるシステムであると言える。 
	 以上、今回我々が開発した長期１細胞計測系は、他の類似した計測系にはない特徴を
持ち合わせているので、他の類似した計測系と区別するために、我々が開発した長期１
細胞計測系を“ダイナミクス・サイトメーター”と名付けた。 
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図  2.16 顕微鏡観察の画像	  
蛍光画像。グロースチャネルに閉じ込められた細胞が成長・分裂しながら互いに
押し合いグロースチャネルの端にきた細胞はセルドレインに落ちて洗い流され
る。  
  
       
図  2.17 長期１細胞計測系で 1 つのグロースチャネルから得られる系統樹	  
大腸菌株 BrF2-rspL を M9 最小培地に 0.2 %（w/w）glycerol と MEM amino 
acid solution を加えた培地、37℃の定常環境下で約 170 時間（約 170 世代）
の長期計測によって得られた系統樹。系統樹の分岐は細胞分裂を表し、末端（系
統樹が途切れている端）は細胞がセルドレインに落ち流されたことを意味する。 
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 また、細胞サイズや発現量（蛍光タンパク質濃度）などの長期的な時系列データを取
得することができた（図 2.18）。この情報を使うと、例えば、体積成長率、体積成長率
と発現量の相関係数や相互相関係数、発現量の自己相関数などを調べることができる。 
 
 
 
図  2.18 細胞サイズと蛍光タンパク質の平均蛍光強度	  
大腸菌株 F3-rspL を M9 最小培地に 0.2%（w/w）glucose と MEM amino acid 
solution を加えた培地、37℃の定常環境下で約 83 時間（約 50 世代）の長期計
測によって得られた、ある 1 つの系列で観察された、細胞サイズの時間推移（赤）
と平均蛍光強度（蛍光タンパク質濃度）の時間推移（青）。細胞サイズが急激に
下がっているところは細胞が分裂したところである。  
 
 
 
2.8.2  同時に計測できる細胞数	 
 
	 ひとつのマイクロ加工基板上には、約 1400 個のグロースチャネルが構築してある。
細胞はランダムに入るので、全てのグロースチャネルに細胞が入ることはなく、タイム
ラプス間隔が短かれば、全てを同時に計測することはできない。例えば、タイムラプス
間隔が 5 分、撮影時間 500msec（これに、オートフォーカス機能でピントを探す時間
と XY ステージの移動時間が必要）で撮影する場合、少なくとも 100 カ所は異なる位置
を同時に観察できることを確認している（図 2.19）。1 カ所で撮影される画像の中には
最低でも 3 列のグロースチャネルが入るように設計した。各チャネルが細胞で満たされ
る場合、40 前後の細胞が存在することになるので、（１列も入ってないところは観察し
ないので）たとえひとつの画面上で１列のみが細胞を保持していたとしても、同時に
4000 細胞以上を観察できることになる。このように大量の細胞数を計測できれば、さ
まざまな統計量を信頼性高く取得できることになる。 
 0
 2
 4
 0  1000  2000  3000  4000  5000
 400
 800
 1200
 1600
Ce
ll s
ize
 (μ
m
2 )
M
ea
n 
flu
or
es
ce
nc
e 
int
en
sit
y (
a.
u.
)
Time (min)
 35 
 
図  2.19 同時観察の様子（100 カ所の中から一部抜粋）  
１画面に 3 カ所のグロースチャネルが入るように設計しているが、実際にはラン
ダムに細胞が入るので、１画面には 1 から 3 カ所のグロースチャネルが入ること
になる。1 つのチャネルには約 40 細胞入る。  
 
 
 
2.8.3  	 長期 1 細胞計測系で取得可能な情報	 
 
	 フローサイトメトリーを使用した計測で得られるような、時間変化の計測なしで計算
できる情報も取得可能である（図 2.20（A）（B））。それに加え、時間変化の計測なし
では計算できない情報が取得できる（図 2.20（C）（D））。さらに、発現量（細胞内の
タンパク質濃度）の自己相関関数のような長期的な記憶に関する情報（図 2.21）や、
長期的な時系列に沿った統計量も取得可能である（第 3 章 3.5.2）。 
 
10 μm
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図  2.20 ダイナミクス・サイトメーターで取得可能な標本分布（A）平均蛍光強
度分布（B）細胞サイズ分布（C）体積成長率分布（D）世代時間分布  
大腸菌株 F3-rspL を M9 最小培地に 0.2%(w/w) glucose と MEM amino acid 
solution を加えた培地、37℃で計測して得られたデータ。	  
 
 
 
                 
図  2.21 平均蛍光強度の自己相関関数	  
大腸菌株 F3-rspL を M9 最小培地に 0.2%(w/w)glucose と MEM amino acid 
solution を加えた培地、37℃で計測して得られたデータ。平均蛍光強度は、蛍
光タンパク質の濃度（発現量）を意味する。自己相関関数が 0 になるまで約 12
世代（1 世代は約 50 分）。  
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2.9  	 考察	 
 
2.9.1  	 関連研究との比較	 
 
	 今回構築した計測システムと類似のものとして、“Mother machine”と呼ばれる計測
装置がある(2)。この技術では、PDMS を用いて、細胞を洗い流すための太い溝と、細
胞を観察するための片端が閉じた細い溝を組み合わせ、細い溝中の細胞の様子を長期に
わたり計測する技術である。Mother machine は、全て PDMS で作製したデバイスで
あり、ダイナミクス・サイトメーターは、ガラスとセルロースメンブレンを使ったデバ
イスであった。2.3 で説明したように、セルロースメンブレンを使用することのメリッ
トがあり、それ以外に、Mother machine とダイナミクス・サイトメーターには、大き
な違いが 2 つある。生物学的な違いと統計学的な違いがあるのだが、統計学的な違いは
次章の内容と重複するので、ここでは生物学的な違いについて説明する。 
	 Mother machine では観察用の溝の片端が閉じているため、必ず古い細胞端をもつ細
胞が観察領域に残る（図 2.22）。そのため、観察する細胞が徐々に加齢（aging）して
しまうという問題がある(60, 61)。大腸菌の場合、細胞は細長くその中央付近で分裂す
る。分裂面側の細胞端とその反対側の細胞端は区別することができ、分裂面側の細胞端
は、“new-pole”と呼ばれ、その反対側の細胞端は“old-pole”と呼ばれる。実際、Wang
らの研究により、加齢の影響で世代とともに突然死する細胞が増えることが明らかにさ
れている。生物学的に偏った（ゆらぎとは異なる）細胞を観察しているデバイスであり、
均一な細胞集団内でのゆらぎの性質を調べるのには向いていない。 
	 一方で、ダイナミクス・サイトメーターでは、グロースチャネルの両端が開放されて
おり、古い細胞端をもつ細胞が残りつづけるということはない。そのため、典型的な細
胞の計測には、Mother machine よりも適したシステムであると言える。 
 
                	    
図  2.22 Mother machine の概念図  
古い細胞端をもつ細胞（母細胞）が残り続ける。  
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2.9.2  	 今後の課題	 
 
	 2.7 で説明したように、完全自動化で解析をすると、フレーム間での細胞の対応付け
が上手くいかない場合があるので、最終的には目で確認し、間違っているところをマニ
ュアルで修正する必要があった。修正するのに時間がかかるため、たとえ 100 箇所同
時に長期タイムラプス計測ができたとしても、全て解析することは現実的ではなかった。
細胞の中心の位置情報で、対応する細胞を探しているので、細胞の中心位置だけでなく
細胞の形や蛍光強度などの情報を使ってトラッキングのミスを完全になくすアルゴリ
ズムを作る必要がある。 
 
	 また、2.8.2 で説明したように、原理的には大量の細胞数を同時に観察できることを
確認しているが、大量の細胞数を同時に観察しながら、毎回の実験で 100 世代以上連
続観察するのは難しかった。観察箇所が多くなればなるほど、XY ステージの移動の際、
ピントが外れてしまう確率が上がる。ピントが外れると綺麗な顕微画像が取得できない
ので、観察を中断しなければならなかった。さらに、観察箇所を多くするには、グロー
スチャネルに（広い範囲に）多くの細胞を入れる必要があり、集塊化した細胞で流路が
詰まる可能性が高くなる。グロースチャネルからセルドレインに落ちた細胞は洗い流さ
れ、基本的には系外に排出されるのであるが、（大腸菌の場合、一定確率で伸長細胞が
わずかに生じるのであるが）伸長細胞がチャンバー内の構造物に引っかかるなどして、
それを核にしてコロニーを形成し始め、流路を塞いでしまうことがあることがわかった。
たとえ 100 箇所同時に長期タイムラプス計測ができたとしても、全て解析することは難
しく、同時観察しなくても長期観察を行うことで大量のデータを取得できるので、本研
究では、観察箇所を数カ所から十カ所程度に絞って長期観察するようにした。例えば、
100 世代観察した場合、たとえ観察箇所が 1 カ所（約 40 細胞）であっても、約 4000
細胞のデータを得ることができるので、数カ所程度の長期データで統計的な解析が可能
である。実際に、第 3 章の解析結果は、数カ所から得られた長期データから計算したも
のである。しかしながら、環境変動に対する個々の細胞の状態変化を観察する場合など、
より多くの細胞を同時に観察する必要がでてくるはずである。今後は、画像の解析方法
とともに、ピントが外れた場合に自動的にそれを修正する工夫や、伸長細胞が構造物に
引っかかりにくくする工夫など計測系の更なる開発が必要である。	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2.10  まとめ	 
 
1. 制御された環境条件下で個々の細胞動態を長期間連続計測できるシステムを構
築した。  
2. 実際に構築したシステムを用いて、170 世代以上にわたって、大腸菌の成長や
分裂の様子、さらに遺伝子発現量変化を計測できることを確認した。  
3. 典型的な細胞を観察できるシステムであることがわかった。  
4. 原理的には 4000 細胞以上の同時計測が可能であることを確認した。  
5. 時系列データを使った様々な統計量が計算できることを確認した。        
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第3章	 クローン細胞集団の系統樹に基づく時系
列統計量の解釈および細胞成長ゆらぎと集団
増殖率の関係	 
 
3.1  	 背景	 
 
3.1.1  	 細胞成長ゆらぎと集団ダイナミクス	 
 
	 生命活動は細胞内の様々な生理学的プロセスによって支えられているが、細胞成長
（cell growth）は、いわゆる細胞の活動状態の指標として広く使われている。例えば、
なんらかの摂動により細胞集団の増殖率が低下した場合、細胞内の生理活性や代謝が影
響を受けていると判断することができる。そして、通常は、その増殖率は細胞の内因的
な性質を直接反映したものであると判断するであろう。しかしながら、個々の細胞の増
殖能にばらつきがある場合、細胞集団の増殖率が細胞レベルでの状態を直接反映してい
ないのである。この問題は自然選択の原理に起因する。この原理は、進化を説明する際
に用いられる理論として知られているが、進化の文脈のみならず、適応（増殖）能力に
個体差がある場合、一般に働く原理である。つまり、たとえ遺伝的に均一なクローン細
胞集団であっても適応能力に個体差があれば必ず自然選択の原理は働き、増殖能の高い
細胞の割合が増殖能の低い細胞に比べて多くなる。 
	 これまでの細胞生物学や分子生物学といった生物学の中で主流の研究分野では、集団
計測が主に用いられてきた。しかしながら、近年の計測技術の発展により、集団内の不
均一性の重要性も問われ始めている。今後、1 細胞計測は今まで以上に一般的に使われ
ることが想定され、これまであまり直視することのなかった上述のような問題に直面す
る。そして、それが新たな生物学研究の方向性を与える可能性があると考える。 
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3.1.2  大腸菌の増殖モデル	 –齢構造化個体群モデル-	 
 
	 大腸菌の対数増殖期における個体群動態を記述する数理モデルとして、個体群自身が
もつ内的な構造として齢（age）を考慮した齢構造化個体群モデル（age-structured 
population model）がよく用いられる。もちろん、齢以外にも細胞サイズ（cell size）、
リボソームのようなタンパク質の発現量（gene expression）、DNA、RNA の含有量な
ど、様々な成長に関するパラメーターが考えられる。大腸菌も様々な株が存在し、様々
な環境で培養することが可能であり、また、使用する実験データの種類や精度、分子レ
ベルで考えるのか、粗視化して考えるか、研究の目的に応じて使用するモデルを選ぶこ
とになる。 
 
	 ここでは、個々の細胞は死ぬことなく（死ぬ細胞は無視できるほどに稀であり）齢依
存的な分裂確率で必ず 2 つの娘細胞に分裂する、定常的に増殖していると仮定できる細
胞集団を扱う。本研究に必要最小限のシンプルな設定を採用しているが、関連する文献
は数多くあるので、より複雑な状況を設定したモデルや、より数学的な詳細はそちらに
譲ることにする(62-67)。 
	 齢τ を分裂直後からの経過時間（分裂直後はτ = 0になる）とし、齢τ の細胞の単位
時間当たりの分裂確率をb τ( )（齢 から の間に分裂する確率をb τ( )δτ ）とする
と（図 3.1）、時刻 t における個体群の齢密度関数 n t,τ( )は、以下の McKendrick-Von 
Foerster 方程式と呼ばれる一階線形双曲型偏微分方程式に従う。   
 
∂n t,τ( )
∂t +
∂n t,τ( )
∂τ
+b τ( )n t,τ( ) = 0
 
       (3.1)
 n t,0( ) = 2 b τ( )0
∞
∫ n t,τ( )dτ
  
  (3.2)
この方程式は、個体群レベルにおける連続の方程式（保存則）としても知られている。
式（3.2）の右辺の係数 2 は、分裂後の娘細胞の数であり、必ず２細胞に分裂すること
を表す。時刻 t における総細胞数 N t( )  は、   
 N t( ) = n t,τ( )0
∞
∫ dτ        (3.3)
で与えられる。 
	 式（3.1）（3.2）を解くために、集団の齢分布ψp τ( )を時間によらない定常分布とし、
指数関数的成長解 n t,τ( ) = eΛtψp τ( )をもつかどうかを調べるとする。  式（3.1）に
τ τ +δτ
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n t,τ( ) = eΛtψp τ( )  を代入すると、以下のような固有値問題に帰着する。    
 −
d
dτ −b τ( )
#
$
%
&
'
(ψp τ( ) =Λψp τ( )       (3.4)  
 ψp 0( ) = 2 b τ( )0
∞
∫ ψp τ( )dτ       (3.5)
	 式（3.4）の微分方程式の解は、   
 ψp τ( ) =ψp 0( )exp −Λτ − b %τ( )d %τ0
τ
∫'()
*
+,       (3.6)
である。また、生存関数 B τ( )  を   
 B τ( ) = exp − b #τ( )d #τ0
τ
∫%&'
(
)*       (3.7)
と定義し、ψp τ( ) =ψp 0( )e−Λt B τ( )と表記することにし、式（3.5）に代入すると、ψp 0( )
が消去されるので、固有値Λ  は以下の Euler-Lotka 方程式と呼ばれる特性方程式の根
と与えられる。   
 2e−Λτb τ( )0
∞
∫ B τ( )dτ =1       (3.8)
左辺は、実数パラメーターΛとした時、単調減少関数であるので、実数根はただ一つ存
在することになる。これは、集団の増殖率であり、内的自然増加率（intrinsic rate of 
natural increase）とも呼ばれる。つまり、細胞集団は一意的に増殖率Λで増殖する。 
 
	 ここで、先ほど定義した生存関数 B τ( )を導出しておく。生存関数というのは、ある
新生細胞が時刻τ まで時間が経過した後、まだ生存している（分裂していない）確率で
ある。分裂するまでの時間を確率変数T とし、     B τ( ) = P T > τ( )       (3.9)
と定義すると、分裂率b τ( )は、条件付き確率P τ <T < τ +δτ T > τ( )を使って以下のよ
うに書ける。   
 b τ( ) = lim
δτ→0
1
δτ
P τ <T < τ +δτ T > τ( )       (3.10)
条件付き確率 P τ <T < τ +δτ T > τ( )は、ある新生細胞が時刻τ まで時間が経過した後、
δτ 時間の間に分裂する確率である。条件付き確率の定義と微分の定義より、分裂率
b τ( )は、 
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b τ( ) = lim
δτ→0
1
δτ
P τ <T < τ +δτ T > τ( )
       = lim
δτ→0
1
δτ
P τ <T < τ +δτ ∩T > τ( )
P T > τ( )
       = lim
δτ→0
1
δτ
P τ <T < τ +δτ( )
P T > τ( )
       = lim
δτ→0
1
δτ
1−P T > τ +δτ( ){ }− 1−P T > τ( ){ }
P T > τ( )
       = 1P T > τ( )
lim
δτ→0
1−P T > τ +δτ( ){ }− 1−P T > τ( ){ }
δτ
       = − 1P T > τ( )
lim
δτ→0
P T > τ +δτ( )−P T > τ( )
δτ
       = − 1P T > τ( )
dP T > τ( )
dτ
 
と式変形ができるので、   
 b τ( ) = − 1B τ( )
dB τ( )
dτ = −
d
dτ logB τ( )( )       (3.11)
の関係が得られる。細胞が誕生した瞬間（τ = 0）は分裂しないので、生存確率は必ず
1 になり、すなわち、 B 0( ) =1となる。初期条件 B 0( ) =1を用いて、この微分方程式を 
解けば、 B τ( ) = exp − b #τ( )d #τ0
τ
∫%&'
(
)*とわかる。 
	 後に説明するが、種々の成長に関する分布や統計量は、生存関数 B τ( )で表現するこ
とができる。したがって、実験データから分裂率b τ( )を見積もり、生存関数 B τ( )を計
算してしまえば、それらを求めることができる。 
	 さらに、式（3.8）を部分積分すると、式（3.11）より、   
 −2e−ΛτB τ( )$% &'0
∞
− 2
0
∞
∫ Λe−ΛτB τ( )dτ =1       (3.12)
となり、 B 0( ) =1より、   
       (3.13)
となる。また、規格化条件 に を代入すると、   
       (3.14)
となるから、 
2Λe−Λτ
0
∞
∫ B τ( )dτ =1
ψp τ( )dτ0
∞
∫ =1 ψp τ( ) =ψp 0( )e−Λt B τ( )
ψp 0( )0
∞
∫ e−ΛτB τ( )dτ =1
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          (3.15)
とわかり、           (3.16)
が得られる。 は、細胞集団の新生細胞の出現頻度を計算することによって、
集団の増殖率（の 2 倍）を見積もることができることを意味する。 
 
	 このモデルから導出された （Euler-Lotka 方程式）は、1 細
胞の性質である分裂率 、生存関数 と細胞集団の性質である集団の増殖率 を
結びつけてくれる式である。また、 であるので、増殖率Λを介し
て集団の齢分布ψp τ( )とも結びつくことがわかる。 
 
 
 
 
 
 
	 	 	 	  
図  3.1 齢構造化個体群モデルの概念図  
大腸菌の増殖モデルとしての齢構造化個体群モデル。齢 を分裂直後からの経過
時間（分裂直後は τ = 0になる）とし、齢 τ に確率 b τ( )δτ で分裂する。  
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τ
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3.2  	 目的	 
 
	 大腸菌をモデル生物とし、細胞成長ゆらぎと集団ダイナミクスの関係を明らかにする
ことを目指し、以下 5 つの事項を行う。 1. 大腸菌の増殖過程を齢構造化個体群モデルで記述できることを実験検証する。  2. 齢構造化個体群モデルから導出される 1 細胞の増殖率よりも集団の増殖率の方が
高いことを実験検証する（理論的導出は 3.4.2 参照）。  3. 細胞成長ゆらぎと適応の関係を調べる。  4. 系列の視点から、集団ダイナミクスを捉える。  5. 細胞成長ゆらぎのマクロな現象論的な法則を探す。  
 
 
3.3  	 材料および実験方法	 
 
3.3.1  	 細胞株	 
 
	 この実験では、大腸菌株 F3 を由来とした大腸菌株 3 つと大腸菌株 BrF2 を由来とす
る大腸菌株 1 つ、計 4 つの遺伝子型の異なる大腸菌株を使用した。前者の 3 つの違い
は、発現するタンパク質の種類と量を変えただけで、ほとんど同じ遺伝子型である。4
つの中の 2 つは、前章で使用した F3-rpsL-gfp と BrF2-rspL-gfp と同じもの使用した
（2.5）。3 つ目は、タンパク質発現用株 BL21（DE3）（TAKARA）の lacZ 領域にある
lacUV5 プロモーター制御下にある T7RNA ポリメラーゼ遺伝子を、λRED リコンビネ
イションで F3 の lacZ 領域に導入し、さらに intC 領域に T7 プロモーター配列の下流
から蛍光タンパク質（Venus）が発現する遺伝子配列を導入した株 F3 T7-venus（W3110
ΔfliCΔfimAΔflu lacZ::T7RNAP intC::venus）を使用した。4 つ目は、F3 のゲノム上
の intC 領域に PLlacO-1プロモーター制御下にある Venus-SmR 融合タンパク質を発現す
る遺伝子（蛍光タンパク質遺伝子（venus）とストレプトマイシン耐性遺伝子(smR)）
を導入した F3 LVS を使用した(68)。この大腸菌株は、別実験で使用するために当研究
室で既に作製されたものである。この実験で使用した大腸菌株の呼び名と遺伝子型は表
3.1 に一覧にした。 
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表  3.1 実験で使用した大腸菌株一覧  
株名 遺伝子型（プラスミド） 
F3 rpsL-gfp W3110ΔfliCΔfimAΔflu (pUA66-rpsL) 
F3 T7-venus W3110ΔfliCΔfimAΔflu lacZ::T7RNAP intC::PT7-venus 
F3 LVS W3110ΔfliCΔfimAΔflu intC::PLlacO-1-venus-smR 
BrF2 rpsL-gfp B/rΔfimAΔflu (pUA66-rpsL) 
 
 
 
3.3.2  	 細胞培養の方法	 
 
	 ベース培地として、M9 最小培地(M9 Minimul Salt (Difco) + 2mM MgSO4 + 0.1mM 
CaCl2)を用いた。ここに炭素源として 0.2%（w/w）glucose（Wako）、0.2%（w/w）glycerol
（Wako）を加えた。さらに、1 %（w/w） 1/2MEM amino acid solution (SIGMA)、1 %
（w/w）casamino acid（Wako）､または､1%（w/w）LB（Difco）培地を加えた。この
実験で使用した培地名と組成は表 3.2 に一覧にした。また、これらの培地に、温度を
30℃、37℃と組み合わせることによって、増殖率の異なる環境を用意した。また、大
腸菌株 F3 T7-venus と F3 LVS に関しては、蛍光タンパク質の発現に Isopropyl β
-D-1-thiogalactopyranoside（IPTG）を発現誘導物質として必要とするため、IPTG を
0.1mM の濃度で加えた。計測には、37℃で一晩振とう培養した細胞溶液を 200 倍希釈
し、数時間振とう培養（OD600が 0.2~0.5 であることを確認）し、増殖率が対数増殖期
に入った細胞を用いた。 
 
 
 
表  3.2 実験で使用した培地一覧	 
培地名 組成 
M9 glucose M9 + 0.2%(w/w) glucose + 1%（w/w）1/2MEM amino acids 
M9 glycerol M9 + 0.2%(w/w) glycerol 
M9 casamino acids M9 + 0.2%(w/w) glucose + 1%（w/w）1/2MEM amino acids 
M9 LB M9 + 1%(w/w) LB + 1%（w/w）1/2MEM amino acids 
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3.3.3  	 実験手順	 
 
	 基本的には、前章と同じ実験手順であるが、計測するサンプルや培養条件によって増
殖率が違うため、それに応じて、いくつか設定を変えている。マイクロ加工基板にフレ
ームシールチャンバーを貼り、対数増殖期に入った細胞溶液をOD600＝0.05になるよう
細胞密度を調製した細胞溶液をマイクロピペットで0.5µlとり、グロースチャネルのあ
る領域に滴下し、滴下後すぐにセルロースメンブレンを貼りつけた。セルロースメンブ
レンが付いたら細胞が乾かないように培地をセルロースメンブレン上に20µl滴下し、
PDMSパッドを上から被せ、顕微鏡にセットし、培地を流しはじめる。細胞がグロース
チャネル内を埋め尽くし（6時間以上経過してから）、細胞の状態が十分安定してから計
測を始めた。培地を流す速さはシリンジポンプで調節可能で、成長条件によって2〜
10ml/hと設定した。細胞の増殖率は流速よって変化させることはできないが流速を成
長条件によって変えているのは、細胞が十分洗い流される流速が成長条件によって違う
からである。増殖率が高い場合は流速を少し速く、遅い時は流速を少し遅くした。長期
的な顕微鏡観察には、温度を一定に保つためにステージ全体を恒温槽で囲った倒立顕微
鏡を使用し、室内光の影響がない条件で計測を行った。顕微鏡の自動操作には、フリー
ソフトMicro Managerを使用した。対物レンズとして油浸位相差レンズ（倍率100倍、
Plan Fluor、N.A. 1.30、Nikon）、及び、油浸明視野レンズ（倍率100倍、Plan Apoλ、
N.A. 1.45、Nikon）を用い、冷却CCDカメラを用いて顕微画像を取得した。グロース
チャネル内に細胞がいる位置を探し、蛍光画像を一定間隔（30sec〜3min）でタイムラ
プス計測した。タイムラプス間隔時間は、増殖率に応じて設定した。増殖率が高い場合
は、タイムラプス間隔時間を短く、増殖率が低い場合は、タイムラプス間隔時間を長く
した。蛍光像取得の露光時間（100msec〜2000msec）及び、励起光の強さは平均蛍光
量に応じて調整した。露光時間は、画像解析できるように蛍光強度に応じて設定した。
光源は、水銀ランプ、及び、LEDを使用した。 
 
3.4  	 1 細胞の世代時間と集団の世代時間の相違	 
 
	 普段、我々が計測によって得られる世代時間は、1 細胞の（平均）世代時間を期待し
ている。しかしながら、実際に集団計測によって得られる集団の世代時間とは差異があ
る。ここでは、その違いと成長ゆらぎの関係を大腸菌の増殖モデルを通して考える。 
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3.4.1  	 齢構造化個体群における世代時間	 
 
	 世代時間（増殖率）は、生物学分野において最も基本的な指標の一つではあるが、そ
れが意味するところを正確には把握していない、もしくは、それをあまり意識していな
いのが普通である。ここでは、普段、我々が扱っている世代時間が何を意味しているか
考える。 
	 世代時間を調べる場合、まずどのような操作をするであろうか？おそらく、ほとんど
の人が何らかの方法で一定時間ごとの細胞数を測定し、成長曲線を描き、単位時間当た
りどのくらいの割合で増殖するかを見積もり、「細胞数が 2 倍になる時間（doubling 
time）」を計算することになるであろう。例えば、大腸菌の場合、液体培養した大腸菌
をサンプルとし、濁度測定法により成長曲線を取得し、細胞数の相対的な増殖率を見積
もり、細胞数が 2 倍になる時間を計算する。この時、暗に全ての細胞の分裂間隔時間（分
裂後から分裂するまでの時間）が同じであることを仮定していることが多い。あるいは、
たとえ個々の細胞の分裂間隔時間が同じでなくとも「1 つの細胞が 2 倍になるまでの時
間の平均値」であると誤解しがちである。この間違った解釈は、「細胞数が 2 倍になる
時間（doubling time）」と「1 つの細胞が 2 倍になるまでの時間の平均値」は一致し
ないことを把握していないか、もしくは、考慮していないことに起因する。全ての細胞
が同期し分裂間隔時間が完全に揃う特殊な条件であれば、「細胞数が 2 倍になる時間
（doubling time）」と「1 つの細胞が 2 倍になるまでの時間の平均値」は一致するの
であるが、分裂間隔時間には必ずばらつきがあるため、その 2 つは一致しないのである。 
 
	 ここでは、これらの概念を明確に区別するため「（細胞集団の）細胞数が 2 倍になる
時間（doubling time）」を“集団の世代時間T （= ln2 /Λ）”と呼ぶことにする。Λ
は“集団の増殖率”である。この世代時間の定義は、集団を構成する個々の性質を意識
しない集団の増殖の指標と解釈できる。注意として、ここでの“集団”とは、集団内部
で競争、すなわち、自然選択の原理が働いている集団を指し、Mother machine で得ら
れるような集団内部で競争が起きない特殊な集団は含まれないことに気を付けたい。 
 
	 次に、集団内の個々の性質に視点を置いた時の世代時間の自然な定義を考える。新し
く生まれた（分裂した直後の）細胞の分裂間隔時間τ の分布（確率密度関数）を g τ( )と
すると、時刻 t に新しく生まれる細胞数 N t( )ψp 0( )の中で分裂間隔時間τ の細胞数は、
N t( )ψp 0( )g τ( )と書ける。これは時刻 t +τ に分裂する細胞数と等しくなるので、 
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   N t( )ψp 0( )g τ( ) = N t +τ( )ψp τ( )b τ( )        (3.17)
の関係が成り立つ。 と N t +τ( ) = N t( )eΛτ により、     g τ( ) = b τ( )B τ( )       (3.18)
が得られる。この分布 g τ( )は、新しく生まれる細胞が生存関数 で生き残り、分裂
率 で分裂する分布であると解釈でき、一般には、世代時間分布と呼ばれる。また、
新生細胞の平均世代時間 τ g  は、   
 τ g = τ g τ( )0
∞
∫  dτ       (3.19)
である。この計算式の中には、集団としての情報は明示的には含まれず、個々の細胞の 
性質から計算されたものなので、この新生細胞の平均世代時間 τ g  を“1 細胞の世代
時間”と定義するのが自然であろう。また、解釈を明確にするため g τ( ) = b τ( )B τ( )を
“1 細胞の世代時間分布”と呼ぶことにする。 
 
	 1 細胞の世代時間は、集団の視点が含まれていないが、集団内での比率を考慮した定
義も可能である。齢τ に分裂する相対細胞数密度は、   
 g* τ( ) = ψp τ( )b τ( )
ψp τ( )b τ( )dτ0
∞
∫
      (3.20)
となるので、ψp τ( ) = 2Λe−ΛτB τ( )と Euler-Lotka 方程式より、   
 g* τ( ) = 2Λe
−ΛτB τ( )b τ( )
2Λe−ΛτB τ( )b τ( )dτ0
∞
∫
= 2e−ΛτB τ( )b τ( )       (3.21)
が得られる。これは、Euler-Lotka 方程式の左辺の積分の中身に相当するもので、新た
な細胞が生まれた（分裂した）とき、その母細胞の世代時間分布という意味付けができ
る。先ほどの “1 細胞の世代時間分布” g τ( ) = b τ( )B τ( )との関係は、   
 g* τ( ) = 2eΛτ g τ( )       (3.22)
となる。“1 細胞の世代時間分布” g τ( )の 2 / eΛτ 倍になっていることがわかる。つま
り、（1細胞の）世代時間が τ の細胞が時間τ の間に2つに分裂する間に、集団は eΛτ 倍
になることを反映している。また、3.5.1 で詳しく説明するが、変分原理によって求め
られた最適化された関数（系列）という意味から、最適系列（optimal lineage）の世
代時間分布とも呼ばれている。 
	 “1 細胞の世代時間”と同様に、母細胞の平均世代時間 τ g*は、 
ψp τ( ) = 2Λe−Λt B τ( )
B τ( )
b τ( )
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 τ g* = τ g* τ( )0
∞
∫  dτ       (3.23)
となる。この世代時間は集団の情報が反映されているが、集団の世代時間と区別するた
めに、“最適系列の世代時間”と定義する。もちろん、これまでの説明からすると“母
細胞の世代時間”と定義する方が自然であるが、これは時系列に基づく統計解析におい
て、非常に重要な概念になるので、“最適系列の世代時間”と定義しておく。 
 
	 ここで一度、これまで説明した世代時間に関して整理するために、世代時間の名前と
定義式を以下の表にまとめておく。 
 
表  3.3 世代時間の定義式一覧  
世代時間 定義式 
集団の世代時間 T = ln2 /Λ  
１細胞の世代時間 τ g = τ g τ( )0
∞
∫  dτ  
最適系列の世代時間 τ g* = τ g* τ( )0
∞
∫  dτ  
	  
 
 
3.4.2  	 細胞成長ゆらぎと適応の関係	 
 
	 ここまで、細胞成長ゆらぎがある場合、世代時間には、1 細胞の世代時間、集団の世
代時間、最適系列の世代時間の 3 つの解釈ができることを説明してきた。ここでは、そ
れらの大小関係と細胞成長ゆらぎの適応的な意義を考える。 
 
	 まず、これらの大小関係について述べる。式（3.22）を式変形して、   
       (3.24)
とし、両辺対数をとり、両辺に を乗じて について 0 から∞まで積分すると、   
       (3.25)
eΛτ
2 =
g τ( )
g* τ( )
g τ( ) τ
τ g −T
T = g τ( ) log2
g τ( )
g* τ( )0
∞
∫ dτ = DKL g g*%& '(( )
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が得られる。また、式（3.22）の両辺対数をとり、両辺に を乗じて について
0 から∞まで積分すると、   
       (3.26)
が得られる。さらに、式（3.25）と式（3.26）から   
       (3.27)
が得られる。 
 と は、カルバック-ライブラー距離（ Kullback-Leibler 	 	 	 	 
divergence）であり、常に非負の値をとるので、   
       (3.28)  
       (3.29)  
       (3.30)
となり、3 つの大小関係は、   
       (3.31)
とわかる。数学的には のときに等号は成立するが、 のとき
は、全ての細胞が全く同じ分裂間隔時間を持つことになるので、現実的には等号は成り
立つことはないと考えてよい。したがって、細胞成長ゆらぎ（齢構造）がある場合、常
に、１細胞の世代時間よりも集団の世代時間（と最適系列の世代時間）の方が短いこと
がわかる。 
	  
	 次に、１細胞の増殖率と集団の増殖率の相違と細胞成長ゆらぎの適応的な意味を考え
る。齢構造をもつ細胞集団では、１細胞の世代時間よりも集団の世代時間の方が短いと
いうことは、言い換えれば、成長ゆらぎが存在することで、１細胞の増殖率よりも集団
の増殖率の方が高くなる（利得がある）と解釈することもできる。 
	 ここで、増殖率の利得の指標をGとして、   
 G ≡ Λ −λ
λ
=
τ g −T
T = DKL g g*
&' ()     λ = ln2
τ g
*
+
,
,
-
.
/
/        (3.32)
−g* τ( ) τ
T − τ g*
T = g* τ( ) log2
g* τ( )
g τ( )0
∞
∫ dτ = DKL g* g%& '(( )
τ g − τ g*
T = DKL g g*
#$ %&+DKL g* g#$ %&
DKL g g*!" #$ DKL g* g!" #$
τ g −T
T ≥ 0
T − τ g*
T ≥ 0
τ g − τ g*
T ≥ 0
τ g* ≤T ≤ τ g
g τ( ) = g* τ( ) g τ( ) = g* τ( )
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と定義しておく。λは、“1 細胞の増殖率”と呼ぶことにする。増殖率の利得の指標Gは、 
１細胞の世代時間分布が決定できれば解析的に解くことができる。 
 
	 そこで、細胞成長ゆらぎと増殖率の利得の指標Gの関係を調べるため、天下り的だ
が、１細胞の世代時間分布 g τ( )は以下のガンマ分布に従うとする。   
 g τ( ) = τ
k−1e−
τ
θ
Γ k( )θ k
   k > 0, θ > 0( )        (3.33)
kはシェイプパラメーター、θ はスケールパラメーター、Γ ⋅( )はガンマ関数である。増
殖率の利得の指標Gは、変動係数をηとすると、    
 G η( ) = 2
η2 −1
η2 ln2 −1=
η2 ln2( )i
i+1( )!i=1
n
∑     η = 1k
$
%
&
'
(
)        (3.34)
となり、増殖率の利得の指標Gは、変動係数ηのみの関数G η( )になる。増殖率の利得
の指標G η( )は、変動係数ηについて単調増加関数であることがわかる。したがって、
細胞成長ゆらぎが大きくなると、1細胞の増殖率と集団の増殖率の差は広がる。例えば、
環境が悪化し増殖能力が落ち平均的な増殖能（１細胞の増殖率 λ）を変えることができ
なくても、細胞成長ゆらぎを大きくすることによって集団の増殖率Λを上げることが理
論上は可能である。 
	 ただし、実際の1細胞の世代時間分布はガンマ分布である必然性はないので、増殖率
の利得の指標Gは、変動係数ηのみの関数になることはなく、この示唆的な結果は一つ
の参考すぎない。細胞成長ゆらぎが1細胞の増殖率と集団の増殖率の差を広げるという
大まかな傾向はあってもおかしくはないが、実際には、変動係数η以外のパラメーター
にも依存するので、実験的に、細胞成長ゆらぎと増殖率の利得の指標の関係にはどのよ
うな傾向があるか調べる必要があることは誤解してはいけない。 
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3.4.3  実験データの解析方法	 
 
	 ダイナミクス・サイトメーターを使用して得られた実験データは、常に一部の細胞が
取り除かれるため、一般的に使用される解析方法は使用できない場合がある。ここでは、
常に一部の細胞が取り除かれる場合を含めた解析方法について説明する 
 
	 まず、集団の増殖率Λをダイナミクス・サイトメーターを使用して得られた実験デー
タからどのように計算するかを説明する。集団の増殖率Λは、通常、指数関数的に増殖
する細胞数の増殖曲線を片対数グラフに描きその傾きから増殖率を計算するのが一般
的な方法である。ただし、ダイナミクス・サイトメーターでは、常に一部の細胞が取り
除かれるので、通常の増殖曲線は描くことはできないので、通常の方法では増殖率Λを
計算することはできない。しかしながら、系統樹の情報を利用し、直接、分裂する細胞
の数を数えることにより増殖率を計算することができる。 
	 まず、時間に依存した分裂率 Λˆ t( )を導入すると、   
 N t +δt( ) = N t( )eΛˆ t( )δt       (3.35)
を満足する。 N t( )は、時刻 t での細胞数、 N t +δt( )は、時刻 t +δtでの細胞数である。
時刻 t から t +δtの間に分裂する細胞数をD t( )とすると、時間に依存した分裂率 Λˆ t( )
は、 N t +δt( ) = N t( )+D t( )より、   
 Λˆ t( ) = 1
δt ln
N t( )+D t( )
N t( )
#
$
%%
&
'
((       (3.36)
が得られる。これは、ダイナミクス・サイトメーターを使用して得られた実験データか
らでも計算することができる。   
 
N nδt( ) = N 0( ) eΛ iδt( )δt
i=0
n−1
∏
             = N 0( )e
Λ iδt( )δt
i=0
n−1
∑
      (3.37)
より、 
 
Λ =
1
n Λˆ iδt( )i=0
n−1
∑    (3.38)
となる。したがって、集団の増殖率Λは、時間に依存した分裂率 Λˆ t( )の全ての時間 
について平均をとることで得られる。 
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 Λ =
1
nδt ln
N iδt( )+D iδt( )
N iδt( )
#
$
%%
&
'
((
i=0
n−1
∑       (3.39)
	 タイムラプスの間隔時間をΔtとし、計測したタイムポイントの数を nとすれば、ダ
イナミクス・サイトメーターを使用して得られた実験データからでも、   
 Λ(exp) =
1
nΔt ln
N iΔt( )+D iΔt( )
N iΔt( )
#
$
%%
&
'
((
i=0
n−1
∑       (3.40)
を計算することで、集団の増殖率Λ(exp)を得ることができる。集団の増殖率Λ(exp)は、実
験データから齢構造化個体群モデルとは独立に計算できる統計量であることは留意し
ておきたい。 
 
 次に、分裂率 の計算方法について説明する。齢 τ の細胞数を Na τ( )、齢 τ から
τ +δτ の間に分裂する細胞数をDa τ( )とすると、分裂率 は、   
 b τ( )δτ = Da τ( )Na τ( )
       (3.41)
を満足する。齢τ からτ +Δτ の間に分裂しない確率は、   
 
 
1−b τ + iδτ( )δτ( )
i=0
n−1
∏ ! exp −b τ + iδτ( )δτ%& '(
i=0
n−1
∏
                                 = exp −b τ + iδτ( )δτ
i=0
n−1
∑
%
&
*
'
(
+
                                 ! exp −b ,τ( )d ,τ
τ
τ+Δτ
∫%&*
'
(+
       (3.42)
で計算できる。Δτ は十分短く、齢τ からτ +Δτ の間の分裂率 を一定とし、改めて、
齢τ の細胞数を Na τ( )、齢τ からτ +Δτ の間に分裂する細胞数をDa τ( )とすると、   
 
 
Na τ( )−Da τ( )
Na τ( )
! exp −b τ( )Δτ$% &'        (3.43)
となる。したがって、齢 iΔτ   i = 0,1,2,!( )での分裂率b iΔτ( )は、   
   b iΔτ( ) = − 1
Δτ
ln Na iΔτ( )−Da iΔτ( )Na iΔτ( )
$
%
&&
'
(
))        (3.44)
を計算することで得ることができる。 
	 また、 より、齢 iΔτ   i = 0,1,2,!( )での生存関数 B iΔτ( )は、 
b τ( )
b τ( )
b τ( )
B τ( ) = exp − b #τ( )d #τ0
τ
∫%&'
(
)*
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  B iΔτ( ) =
exp − b jΔτ( )Δτ
j=0
i−1
∑
%
&
'
'
(
)
*
*
i >1( )
1 i = 0( )
+
,
--
.
-
-
      (3.45)
を使って計算できる。これらの推定量の定義式は表 3.5 に一覧にしてまとめてある。 
 
	 ここで、使用したエラー範囲の評価方法について説明する。エラー範囲の評価には、
ブートストラップ法（bootstrap method）を使用した。 
	 時刻 tでの細胞数を とする。 個全ての細胞について、時刻 t から t +δtの間
の分裂回数を数える。ただし、δtは世代時間より十分短いので分裂回数は、0 か 1 であ
る。 個の細胞の中で分裂する細胞数は 個であったとすると、以下のデータセ
ットが得られる。これが元データである。 
分裂する数  1  2  3  4  5  6  7  8  9 ・・・・・・・・・・・・・・・  
  1  0  0  1  1  0  0  0  0 ・・・・・・・・・・・・・・・  0 
これから、元データ数と同数、つまり、 個のデータをリサンプリング（resampling）
し、リサンプリングデータを得る。分裂する細胞はD1* t( )個であったとする。 
分裂する数  1  2  3  4  5  6  7  8  9 ・・・・・・・・・・・・・・・  
D1* t( )    0  0  1  0  1  0  1  0  0 ・・・・・・・・・・・・・・・  1 
この操作を 10000 サイクル繰り返し、 
分裂する数  1  2  3  4  5  6  7  8  9 ・・・・・・・・・・・・・・・  
D1* t( )    0  0  1  0  1  0  1  0  0 ・・・・・・・・・・・・・・・  1 
D2* t( )   0  1  1  0  0  1  0  0  0 ・・・・・・・・・・・・・・・  0 
D3* t( )    0  0  1  0  1  0  1  0  0 ・・・・・・・・・・・・・・・  1 
・・・     ・・・    ・・・    ・・・    ・・・    ・・・    ・・・  
D10000* t( )    0  0  1  0  1  0  1  0  0 ・・・・・・・・・・・・・・・  0 
10000 個のデータセットを得る。ここで得られた、10000 個の を使い、2S.D.また
は 95%信頼区間によってエラー範囲を計算する。 
 
 
	 齢 での生存関数 B iΔτ( )を求めることができれば、他の様々な統計
量が計算できる。ここで、次節で必要となる 1 細胞の世代時間 、1 細胞の世代時間
の分散Vg 、集団の増殖率Λ（Euler-Lotka 方程式）を B τ( )使って書き換える。これら
N t( ) N t( )
N t( ) D t( )
N t( )
D t( )
N t( )
N t( )
N t( )
D t( )
 iΔτ   i = 0,1,2,!( )
τ g
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は、 g τ( ) = b τ( )B τ( ) = −dB τ( ) / dτ を使い、部分積分をすれば を使って書き換え
ることができる。 
 
	 1 細胞の世代時間 τ g  は、   
  
τ g = τ g τ( )dτ0
∞
∫
       = τb τ( )B τ( )dτ0
∞
∫
       = τ − B τ( )dτ
%
&
'
(
)
*dτ0
∞
∫
       = −τ B τ( )+, -.0
∞
+ B τ( )dτ0
∞
∫
       = B τ( )dτ0
∞
∫
       (3.46)
と式変形できる。ただし、細胞はいつか分裂するので B ∞( ) = 0となることを利用した。 
	 1 細胞の世代時間の分散Vg は、   
  
Vg = τ − τ g( )
2 g τ( )dτ0
∞
∫
       = τ 2g τ( )dτ0
∞
∫ − τ g
2
       = τ 2 − B τ( )dτ
%
&
'
(
)
*dτ0
∞
∫ − τ g
2
       = −τ 2B τ( )+, -.0
∞
+ 2τ B τ( )dτ0
∞
∫ − τ g
2
       = 2τ B τ( )dτ0
∞
∫ − τ g
2
       (3.47)
と式変形できる。 
	 Euler-Lotka 方程式は、   
  
1
2 = g τ( )e
−Λτ dτ
0
∞
∫
   = − B τ( )dτ
&
'
(
)
*
+e−Λτ dτ0
∞
∫
   = −B τ( )e−Λτ,- ./0
∞
+ ΛB τ( )e−Λτ dτ0
∞
∫
   =1−Λ B τ( )e−Λτ dτ0
∞
∫
⇔ B τ( )e−Λτ dτ0
∞
∫ = 12Λ
       (3.48)
と式変形できる。 
	 以上の 3 つと、その他の統計量とともに B τ( )の関係式を表 3.4 に一覧にしてまとめ
B τ( )
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ておく。 
 
 
表  3.4 種々の統計量と B τ( )の関係式一覧  
統計量 	 関係式 
b τ( )    
g τ( )   g τ( ) = b τ( )B τ( ) = −
dB τ( )
dτ  
  
  
Λ  e−ΛτB τ( )0
∞
∫  dτ = 12Λ  
  
 
 
 
 
	 また、表 3.4 の統計量に対応する、今回使用した推定量の定義式を表 3.5 に一覧にし
ておく。ただし、集団の増殖率と集団の齢分布は、実験データから直接計算できる実験
値（上付き文字を（exp）とした）と、モデルから理論的に計算できる予測値（上付き
文字を（pre）とした）の 2 つの推定量がある。 、 と の積分計算については、
１細胞の世代時間分布として適当な関数を仮定した数値シミュレーションにより生成
されたデータセットに対して、区分求積法よりも精度が向上することが予め確認できた
推定量を使用した。実際の評価方法については、3.8.1 で説明する。 
 
  
b τ( ) = − 1B τ( )
dB τ( )
dτ = −
d
dτ logB τ( )( )
τ g τ g = B "τ( )0
∞
∫  d "τ
Vg Vg = 2 !τ B !τ( )0
∞
∫  d !τ − τ g( )
2
ψp τ( ) ψp τ( ) = 2Λe−Λt B τ( )
Vg Λ ψp τ( )
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表  3.5 推定量の定義式一覧  
集団の性質である集団の増殖率と集団の齢分布は、実験データから直接計算した
推定量と、理論モデルから計算（予測（prediction））した推定量を区別するた
め、実験値には上付き文字として（exp）をつけ、計算値（予測値）には上付き
文字として（pre）をつけた。 は、 が取りうる最大の値であり、すなわち、
は、観察された最大の齢を意味する。  
統計量 	 推定量 
b iΔτ( )  b iΔτ( ) = − 1
Δτ
ln Na τ( )−Da τ( )Na τ( )
$
%
&&
'
(
))  
B iΔτ( )  B iΔτ( ) =
exp − b jΔτ( )Δτ
j=0
i−1
∑
%
&
'
'
(
)
*
*
i >1( )
1 i = 0( )
+
,
--
.
-
-
 
τ g  τ g = B iΔτ( )
i
∑ Δτ   
Vg  Vg = 2 i+
1
2
!
"
#
$
%
&B i+1( )Δτ( )
i=0
imax
∑ Δτ
*
+
,
-
.
/− τ g −Δτ( )
2
 
Λ(exp)    
Λ( pre)  
B jΔτ( )+ B j +1( )Δτ( )
2 e
−Λ( pre ) jΔτ
j=0
imax−1
∑ = 12Λ( pre)  
ψp
(exp) iΔτ( )   
ψp
(exp) iΔτ( ) = Na iΔτ( )
Na iΔτ( )
i=0
imax
∑   
ψp
( pre) iΔτ( )  ψp( pre) iΔτ( ) = 2Λ( pre)e−Λ
( pre )iΔτB iΔτ( )  
 
 
  
imax i
imaxΔτ
Λ(exp) =
1
nΔt ln
N iΔt( )+D iΔt( )
N iΔt( )
#
$
%%
&
'
((
i=0
n−1
∑
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3.4.4  実験による検証結果	 
 
	 3.4.1 で説明したように、たしかに理論的には、１細胞の世代時間よりも集団の世代
時間の方が短いという結論を得たが、感覚的には受け入れがたい結果であったかもしれ
ない。数学的にも簡単化するために、いくつかの仮定や近似が使われているので、実際
には、理論的に導かれた結論とは、異なる結果が得られてもおかしくはない。ここでは、
実際のダイナミクス・サイトメーターを使用して得られた実験データを用いて、理論的
に導出した結論を実験的に検証した。 
 
	 まず、3.1.2 で理論的な準備をする際に前提とした「定常的に増殖している細胞集団」
であることを評価した。この評価は、ダイナミクス・サイトメーターでは、環境が制御
できているのかという評価でもある。もちろん、温度を一定に保ち、常に十分な培地交
換は行っていたので外部環境は一定にしていたはずであるが、長期間観測していれば、
老廃物やその他のゴミなどがデバイス内に少しずつ蓄積しているかもしれないし、想定
していない問題が生じてもおかしくはないであろう。また、外部環境以外にも、長期観
察していれば、確率的には非常に低いが、遺伝子に変異が入って増殖率が変化する可能
性もある。 
	 通常は、細胞数の増殖曲線を片対数グラフに描きその傾きが一定であることから定常
的に増殖していることを確認するが、ダイナミクス・サイトメーターでは、常に細胞が
取り除かれ細胞数はほぼ一定に保たれるので、この方法では評価できない。したがって、 
ここでは、3.4.3 で定義した、時間に依存した分裂率 を使い増殖曲線に相当する累
積時間依存的分裂率 Λˆ iΔt( )t=0
t /Δt
∑ Δtの曲線を描き評価した。もし、時間に依存した分裂率
が一定であるならば、累積時間依存的分裂率 Λˆ iΔt( )t=0
t /Δt
∑ Δtの曲線の傾きは一定とな 
る。図 3.2 で示されるように、この実験で使用した全ての条件で、累積時間依存的分 
裂率 の曲線の傾きは、ほぼ一定であり、観察している間は、増殖率はほぼ 
一定であることが示された。したがって、ダイナミクス・サイトメーターでは、長期間
観測していても環境を一定に保つことができ、扱う細胞集団が「定常的に増殖している
細胞集団」であるということを前提としてもよいことが確認できた。 
 
Λˆ t( )
Λˆ t( )
Λˆ iΔt( )t=0
t /Δt
∑ Δt
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図  3.2 細胞成長の安定性評価	  
3.4.3 で定義した、時間に依存した分裂率 を使い増殖曲線に相当する累積時
間依存的分裂率 の曲線を描き、細胞成長の安定性を評価した。時間
に依存した分裂率 が一定であるならば、累積時間依存的分裂率
の曲線の傾きは一定となる。  
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 次に、齢構造化個体群モデルが大腸菌の増殖モデルとして妥当であるかを検証した。
齢構造化個体群モデルでは、個々の細胞は齢 （分裂直後からの経過時間）に依存した
分裂確率 で分裂し、分裂直後は再び に戻ると仮定した。つまり、齢の記
憶は分裂と同時にリセットされ、前の世代の分裂間隔時間（世代時間）に無関係に世代
時間が決まることになる。したがって、母細胞の世代時間と娘細胞の世代時間には（世
代間）相関がないことになる。しかしながら、細胞の成長が遅く（または、速く）なれ
ば、次の世代の細胞の成長も遅く（または、速く）なりそうなものである。したがって、
この仮定が不自然な仮定ではないか調べる必要がある。そこで、この実験に使用した条
件全てについて、母細胞と娘細胞の世代時間の相関係数を計算した。その結果、母細胞
と世代時間と娘細胞の世代時間には、ほとんど相関がなく、最も高いもので 0.256 程度
しかないことがわかった（表 3.6）。散布図を見てみると、相関が高かった条件も、低
かった条件も、かなり広がりは大きいものの明らかな偏りは見られなかった（図 3.3）。
したがって、細胞の齢 は分裂直後に再び に戻るという仮定は、不自然な仮定で
はないことがわかった。 
 
 
 
表  3.6 世代間相関一覧  
株名 環境条件（培地名	 温度） 相関係数 
F3 rpsL-gfp 
M9 casamino acids  37℃ 
M9 LB  37℃ 
M9 glucose  37℃ 
M9 glucose  30℃ 
M9 glycerol  37℃ 
M9 glycerol  30℃ 
0.067±0.029  
0.059±0.039  
0.259±0.023  
0.131±0.028  
-0.075±0.034  
0.079±0.026  
F3 T7-venus 
M9 glucose  37℃ 
M9 glucose  30℃ 
0.075±0.020  
0.022±0.029  
F3 LVS M9 glucose  37℃ 0.112±0.030  
BrF2 rpsL-gfp 
M9 glucose  37℃ 
M9 glycerol  37℃ 
-0.181±0.025  
0.017±0.019  
 
 
τ
b τ( )δτ τ = 0
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図  3.3 世代間相関の散布図（左）F3 rpsL-gfp M9 glucose 37℃（右）BrF2 
rpsL-gfp M9 glycerol 37℃  
この実験で使用した条件の中で、母細胞と娘細胞の世代時間の相関係数の絶対値
が最も大きい条件（左）と最も小さい条件（右）。  
 
 
 
	 さらに、大腸菌の齢構造化個体群モデルから導出した結果と、モデルとは独立に実験
データから直接計算した結果を比較することにより、モデルの妥当性を検証した。 
	 まずは、集団の齢分布を比較した。実験データから直接得られる集団の齢分布
は、全ての細胞の齢 を測定し、その割合を計算すればよい（表 3.5）。これ
は、大腸菌の増殖モデルが齢構造化個体群モデルであるかどうかに関わらず、実験デー
タから直接計算することが可能である。もし、大腸菌の増殖過程が齢構造化個体群モデ
ルで記述できるのであれば、実験データから直接測定された集団の齢分布 と理
論的に導出した集団の齢分布 が一致する必要がある。2 つの分布を比較した結
果、図 3.4 で示されるように、この実験で使用した全ての条件で、フィッティングパラ
メーターなしで非常によく一致することがわかった。 
 
	 次に、集団の世代時間を比較した。実験データから直接得られる集団の世代時間  
は、表 3.5 の定義式を使って を計算した。これも、大腸菌の増殖モデルが齢
構造化個体群モデルであるかどうかに関わらず、実験データから直接計算することがで
きるものである。もし、大腸菌の増殖過程が齢構造化個体群モデルで記述できるのであ
れば、実験データから直接測定された集団の世代時間 と理論的に導出した集団の
世代時間 ( )が一致する必要がある。2 つを比較した結果、図 3.5 で示
されるように、この実験で使用した全ての条件で、誤差の範囲で一致した。これらの結
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果は、齢構造化個体群モデルの妥当性を示すものである。 
 
 
 
 
図  3.4	 集団の齢分布の予測値と実験値の比較  
赤 の 分 布 は 、 実 験 的 に 直 接 計 測 さ れ た 集 団 の 齢 分 布 。 緑 の 曲 線 は 、
の関係式を使って計算された理論的な予測値（計算値）。	 	  
 
 
ψp τ( ) = 2Λe−Λt B τ( )
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図  3.5	 集団の世代時間の比較   
実験的に直接計測された集団の世代時間（実験値）に対するモデルから理論的に
計算された集団の世代時間（予測値）の割合。この値が 1 であれば、実験値と予
測値が一致することを意味する。  
 
 
 
	 ここまでの齢構造化個体群モデルの妥当性の評価が正しければ、当然、１細胞の世代
時間よりも集団の世代時間の方が長くなるという理論的な帰結も正しくなる必要があ
る。そこで、１細胞の世代時間と集団の世代時間を比較し、さらに、細胞成長ゆらぎと
増殖率の利得の指標G（3.4.2）の関係を調べた。誤差の範囲で、ほとんど変わらない
条件（BrF2 rpsL-gfp）もあったが、ほとんどの条件で１細胞の世代時間よりも集団の
世代時間の方が短いことがわかった（図 3.6（A））。また、増殖率の利得の指標Gは、
１細胞の世代時間の変動係数ηが大きくなるにつれて大きくなる傾向があることがわ
かった（図 3.6（B））。２つのグラフから、（図 3.6（A））で１細胞の世代時間と集団の
世代時間が誤差の範囲でほとんど変わらない条件（BrF2 rpsL-gfp）は、変動係数ηが
小さく、その差が現れにくいという理由が示唆される。まとめると、１細胞の増殖率よ
りも集団の増殖率の方が高くなることが示され、その差は、細胞成長ゆらぎの大きさに
よって決まるということが示唆された。 
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図  3.6 １細胞の世代時間と集団の世代時間の相違  
（A）１細胞の世代時間と集団の世代時間の比較	 実験的に直接計測された集団
の世代時間に対する 1 細胞の世代時間の割合。この値が 1 より大きければ、集団
の世代時間よりも 1 細胞の世代時間の方が大きいことを意味する。  
（B）１細胞の世代時間の変動係数ηと増殖率の利得の指標 の関係	 増殖率の
利得の指標 は、3.4.2 で定義されたもの。X 軸のエラーバーは、95%ブートス
トラップ信頼区間、Y 軸のエラーバーは、2S.D.ブートストラップエラー範囲
（3.4.3）。  
 
 
 
3.5  	 時系列に沿った統計量	 
 
 ここでは、系列（lineage）という新たな視点を取り入れた議論をする。これまでは、
長期的な時系列データを取得することが非常に困難であったため、少なくとも実験科学
では、系列に基づく議論はほとんどされてこなかった(58, 69)。しかしながら、我々が
開発したダイナミクス・サイトメーターや Wang らが開発した Mother machine など
を使用することによって、長期時系列データを取得できるようになってきた。今回、ダ
イナミクス・サイトメーターで得られる実験データによって、系列に沿った統計量や系
列の相違による選択の強さ（selection strength）の評価など、これまで扱うことがで
きなかったものを実験で検証する。系統樹に基づく議論を通して、実験科学の新たな研
究の方向性を与えたい。 
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3.5.1  	 齢構造化個体群モデルの系列に基づく定式化	 
 
	 ここで議論する理論的な枠組みは、若本らによって既に研究されている(58)。ここで
は、その議論をベースに、フォワードトラッキング（forward tracking）とバックワー
ドトラッキング（backward tracking）による系列の選択方法の概念やその統計量の解
釈を明確にしながら議論を進める。これまでのモデル設定は引き続き変わることはない
が、それらに加えて、十分長い系統樹が作成できることを前提とする。ダイナミクス・
サイトメーターを使えば、その前提はクリアする。 
 
	 系列に基づく理論的枠組みを構築するために、まずは、ここで定義される系列につい
て説明する。系列の長さ（時間） t は十分大きいものとし、系列σ は分裂間隔時間（世
代時間） τ1,τ 2,τ 3,...,τ n{ }によって区別する。 nは系列 に沿った分裂回数である。た
だし、観察される分裂間隔時間の順序が異なる系列であっても同じ系列に分類する。言
い換えると、同じ系列に分類される系列 の分裂間隔時間の分布は、同じ分裂間隔時間
分布 
!g τ( )であるということである。ただし、便宜上、分裂間隔時間分布 !g τ( )は連続分
布とする。実際には、系列に沿って観察される分裂間隔時間の分布は離散分布で記述す
べきだが、1 細胞の世代時間分布 g τ( )などの連続分布で記述した関数とのつながりを
簡単にするため、分裂間隔時間分布 は連続分布とする。つまり、同じ系列に分類
される系列 の分裂間隔時間 は、同じ分裂間隔時間分布 
!g τ( )により生
成された数列であると解釈してもらいたい。分裂間隔時間分布 
!g τ( )は確率密度関数で
あるので、分裂間隔時間τ iが観察される確率は、 
!g τ i( )δτ によって与えられることにな
る。 
 
	 次に、系列の視点から集団ダイナミクスを考える。系列σ となる確率密度関数を
p σ( )とし、系列σ の増殖率関数（lineage fitness）をΛ σ( )とすると、時刻 tにおける
総細胞数 Ntは、系列σ が取ることが可能な全ての経路について足し合わせることを考
えて、   
 Nt = p σ( )eΛ σ( )t0
∞
∫ dσ        (3.49)
と表すことができる。増殖率関数 は、系列 で構成される（系列 を寄せ集めた
仮想的な）集団の増殖率と同じである。 
	 系列σ が取ることが可能な経路は様々なものが考えられるが、系列の長さ tが十分大
きいならば、実現確率が最も高くなる（典型的な）系列σ *が選択されることが期待で
σ
σ
 
!g τ( )
σ τ1,τ 2,τ 3,...,τ n{ }
Λ σ( ) σ σ
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きる。例えば、系列の長さ t が小さければ、分裂が非常に遅い細胞が連続する系列が観
察される可能性はあるが、系列の長さ t が十分大きいならば、分裂が非常に遅い細胞が
連続する系列が観察されることもなくなる。これは、分裂が非常に遅い細胞が連続する
系列は他の系列に比べ実現確率が低く、十分長い間観測すれば、現実的には観察される
ことがなくなるからである。系列の長さ が十分大きいならば、（典型的な）系列 が
支配的になり、ほとんど全ての系列 が系列σ *によって置き換わると考えて、時刻 に
おける総細胞数 は、      Nt ! eΛ σ *( )t        (3.50)
で近似的に見積もることができる。系列の長さ t が十分大きいならば、Λ σ *( )は集団
の増殖率Λになる。また、実現確率が最も高くなる（典型的な）系列 は最適系列
（optimal lineage）と呼ばれ、増殖率関数Λ σ( )を最大にする系列である。様々な増殖
率関数Λ σ( )が考えられるが、系列の長さ t が十分大きいならば、系列同士の競争の結
果として、可能な最大の増殖率関数Λ σ *( )の系列 が最終的に生き残るということ
である。 
 
	 ここで、増殖率関数Λ σ( )を計算し、増殖率関数Λ σ( )を最大にする系列 を求め
ることになるが、まず、系列σ の統計的重率w σ( )を計算する。統計的重率w σ( )は、
系列 で構成される細胞集団の細胞数であり、増殖率関数Λ σ( )は、      Λ σ( ) =1/ t lnw σ( )       (3.51)
で計算できる。統計的重率w σ( )の計算は、以下のように分けて説明する。 
	 まずは、分裂間隔時間の順序は固定し、1細胞の世代時間分布 g τ( )のもとで、系列σ
に沿った分裂間隔時間分布 
!g τ( )となる確率 Pn σ( )を計算すると、   
  
 
Pn σ( ) = g τ i( )δτ$% &'
i=1
n
∏  n !g τ i( )δτ        (3.52)
となる。 g τ i( )δτ は、細胞の分裂間隔時間が τ i ,τ i +δτ( )  の間に入る確率である。 
	 次に、分裂間隔時間分布 
!g τ( )が同じであれば、分裂間隔時間において観察される順
序が異なる系列であっても同じ系列に分類されるので、分裂間隔時間の観察される順序
のシャッフリングよる場合の数Cn σ( )を計算すると、   
 
Cn σ( ) =
n!
n !g τ1( )δτ( )!" n !g τ n( )δτ( )!
      (3.53)
となる。 
	 最後に、 n回分裂するので、系列σ の数 Fn σ( )は、 
t σ *
σ t
Nt
σ *
σ *
σ *
σ
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   Fn σ( ) = 2n       (3.54)
となる。 
	 以上の３つの積をとることによって、系列σ の統計的重率w σ( )は、    w σ( ) = Pn σ( )Cn σ( )Fn σ( )       (3.55)
と求めることができる。 
 
	 次に、統計的重率w σ( )の自然対数をとった lnw σ( )を計算し、増殖率関数 求
める。 lnw σ( )は、スターリングの公式より、   
 
lnw σ( ) ! n "g τ i( )δτ ln g τ i( )δτ$% &'+ lnn− ln n "g τ i( )δτ$% &'+ ln2( )
i=1
n
∑
             = n "g τ i( ) ln
2g τ i( )
"g τ i( )i=1
n
∑ δτ
      (3.56)
と計算できる。さらに、
 
n = t / τ
!g（
 
τ
!g = τ i !g τ i( )
i=1
n
∑ δτ  ）の関係を使えば、   
 
lnw σ( ) = t
τ
!g
!g τ i( )
i=1
n
∑ ln
2g τ i( )
!g τ i( )
δτ       (3.57)
となる。また、系列の長さ t が十分大きいならば、和分は積分で近似できるので、   
 
lnw σ( ) = t
τ
!g
!g τ( )0
∞
∫ ln
2g τ( )
!g τ( )
dτ        (3.58)
となる。したがって、増殖率関数 は、   
 
Λ σ( ) = 1
τ
!g
!g τ( )0
∞
∫ ln
2g τ( )
!g τ( )
dτ       (3.59)
と求めることができる。 
 
	 規格化条件
 
!g τ( )0
∞
∫ dτ =1の下で、増殖率関数 を最大にする系列 を求めるた
め、Lagrange の未定乗数をαとして、以下の式で定義される F !g( )を考える。   
 
F !g( ) =Λ σ( )+α !g τ( )0
∞
∫ dτ −1( )       (3.60)
	  F !g( )に Lagrange の未定乗数法を適用すると、 !g τ( )を !g* τ( )と置き換えて、   
 
−
τΛ σ( )
τ
!g*
+
ln 2g τ( )
!g* τ( )
−1
τ
!g*
+α = 0       (3.61)
が得られる。また、両辺に 
!g* τ( )を乗じて、 τ = 0からτ =∞まで積分することによっ
Λ σ( )
Λ σ( )
Λ σ( ) σ *
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て、   
 
α τ
!g* =1       (3.62)
が得られので、 
!g* τ( )について解けば、最適系列 の分裂間隔時間分布 !g* τ( )は、   
 
!g* τ( ) = 2g τ( )e−Λ σ *( )τ       (3.63)
とわかる。 
	 ここで、分裂間隔時間分布 
!g* τ( )は、増殖率関数Λ σ( )を最大化していることを評価
するために、 Λ
!g*( )と Λ !g*+δ !g*( )の差を δ !g( )
2
の項まで計算すると   
 
Λ !g*+δ !g( )−Λ !g*( ) " − 12 τ
!g*
δ !g( )2
!g* τ( )0
∞
∫ dτ       (3.64)
となる。右辺は負になるので、確かに分裂間隔時間分布 
!g* τ( )は、増殖率関数Λ σ( )を
最大化していることがわかる。 
	 また、Λ σ *( )は集団の増殖率Λになるので、分裂間隔時間分布 !g* τ( )は、   
 
!g* τ( ) = 2g τ( )e−Λτ       (3.65)
となり、最適系列の世代時間分布 
!g* τ( )は、母細胞の世代時間分布 g* τ( )と同じもの
であることがわかる。したがって、 
!g* τ( ) = 2g τ( )e−Λτ = g* τ( )( )を“最適系列の世代時
間分布”と定義し、   
 
τ
!g* = τ !g* τ( )0
∞
∫ dτ = τ g*( )       (3.66)
を“最適系列の世代時間”と定義することが自然であることがわかる。また、最適系列
に沿った齢分布 ρ * τ( )は、系列に存在する全ての齢を使って計算すればよいので、   
 
ρ * τ( ) = 1
τ
!g*
!g* #τ( )
τ
∞
∫ d #τ       (3.67)
で計算できる。これは、1 細胞系列に沿った齢分布   
ρ τ( ) = 1
τ g
g #τ( )
τ
∞
∫ d #τ       (3.68)
とは異なる。 
	 また重要なのは、最適系列に沿った齢分布 は、各齢 に働く選択の強さを表
す(58)。 
 
	  
!g* τ( ) = 2g τ( )e−Λτ からわかることとして、細胞集団を支配している系列は、1 細胞
の世代時間分布 g τ( )をもつ系列ではないことがわかる。前節の議論と同様に系列にも
自然選択の原理が反映されていることがわかる。集団内で競争が起きていれば、必ず自
然選択の原理が働くので、観察される系列に沿った世代時間分布は 1 細胞の世代時間
σ *
ρ * τ( ) τ
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分布 g τ( )ではなく、最適系列の世代時間分布 !g* τ( )が観測されることになる。この違
いを理解するために、ここで、1 細胞の世代時間分布 g τ( )をもつ系列と最適系列の世
代時間分布 
!g* τ( )をもつ系列の選択方法について説明しておく。 
 
	 まず、最適系列の世代時間分布 
!g* τ( )をもつ系列の選択方法について説明する。最適
系列の世代時間分布 
!g* τ( )をもつ系列は、最も実現確率が高い典型的な系列であり、最
終的に生き残った系列であるので、系統樹の後ろ（競争に生き残った系列）から適当に
選んだ系列を選択すればよい（図 3.7（A））。言い換えれば、系統樹を子孫細胞から祖
先細胞に遡る選択方法なので、バックワードトラッキング（backward tracking）によ
る選択方法と呼ぶことにする。 
	 次に、1 細胞の世代時間分布 g τ( )をもつ系列の選択方法について説明する。1 細胞
の世代時間分布 g τ( )をもつ系列は、集団ダイナミクスの影響を受けない選択方法でな
ければならない。イメージとしては、競争を防ぐため、細胞が分裂した瞬間にどちらか
一方の細胞をランダムに捨て、それを繰り返すことによって選ばれる系列である。つま
り、分裂間隔時間に依存せずランダムに細胞分裂を前から追従しなければならない（図
3.7（B））。系統樹を祖先細胞から子孫細胞に進む選択方法なので、フォワードトラッキ
ング（forward tracking）による選択方法と呼ぶことにする。また、1 細胞の世代時間
分布 g τ( )は、この文脈においては 1 細胞“系列”の世代時間分布”と呼ぶ方がわかり
やすい。ちなみに、Mother machine でとれる系列は、（エイジングの影響など生物学
的な違いはないものとすると）集団内で競争がなく、細胞の成長が遅いものも残り続け
ることができるので、こちらの 1 細胞の系列になる。 
 
	 系列の選択方法よって異なる系列になることがわかったが、重要なのは、系列の選択
方法によって異なる系列であれば、生物学的に異なる情報を含む系列であるということ
である。もちろん、クローン細胞集団を仮定しているので、系列の選択方法によらず同
一とみなせる細胞からの情報である。しかしながら、増殖能に依存した統計量である場
合、系列の選択方法によって異なる系列であれば、系列に沿った統計分布も異なる（図
3.8）。その 2 つの統計量の差は、選択の影響を反映したものである。1 細胞系列に沿っ
た統計量は、集団ダイナミクスの情報を含まず、1 細胞の内因的な統計量であると解釈
できる。一方、最適系列に沿った統計量は、自然選択の影響が反映された統計量である
と解釈できる。これは、モデルに依存せず一般的に言えることである。 
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図  3.7 選択方法の概念図  （A）バックワードトラッキング	 系統樹を子孫細胞
から祖先細胞に遡る選択方法。（B）フォワードトラッキング	 系統樹を祖先細
胞から子孫細胞に進む選択方法。分岐（分裂）の際、どちらの細胞に進むかはラ
ンダムに決める。  
 
 
 
 
 
 
図	 3.8	 系列に沿った統計量の概念図	 
系列に沿った統計量とは、系列上の全ての点のデータを使用し計算される統計量
である。1 細胞系列に沿った統計量と最適系列に沿った統計量は同じものではな
い。	 
  
Backward tracking
g* = g*( )0 d
*
Forward tracking
g = g( )0 d
? ?
Random selection
Forward tracking
Backward tracking
??????????????????????????????????????
??????????????????????? ??????????
 72 
3.5.2  	 実験による検証結果	 
 
	 若本らの論文の中でも、実験データを使用してモデルの検証を試みているが(58)、モ
デルの一部分しか検証できていない（若本らの論文では、系統樹から取れる全ての分裂
間隔時間から計算した分裂間隔時間分布を 1 細胞の世代時間分布 と解釈している
が、既に説明しているように、集団内で競争が起きていれば、それは 1 細胞の世代時間
分布 ではないので、厳密に言えば、検証はできていなかったことは後にわかった。
観察される全ての世代時間分布は、 に 2e−Λτ 倍のバイアスのかかったものに近づ
くはずである。）。それは、系列の視点を取りいれたモデルを検証できるほどの長期デー
タを取得可能な計測系がなかったことが大きな理由である。そこで、本研究で開発した
ダイナミクス・サイトメーターで取得可能な長期的な時系列データを使用し、系列の視
点を取りいれたモデルの実験検証を行った。 
	  
	 系列の視点を取りいれたモデルによると、十分長く観察した系列に沿った齢分布は、
になることが理論的に導出できた。この予測値と実験デー
タから直接計算した実験値を比較した。 
 
	 実験データから直接計算した系列に沿った齢分布は、タイムラプス間隔時間を と
し、系列上に存在する齢 の細胞数を Na iΔτ( )とすると、   
ρ (exp) iΔτ( ) = Na iΔτ( )
Na iΔτ( )
i=0
imax
∑
  
   (3.69)
によって計算できる。 は、 が取りうる最大の値であり、すなわち、 は、系
列上に存在する最大の齢を意味する。 
 
	 100 世代以上の長期時系列データから直接計算した系列に沿った齢分布とモデルか
ら理論的に計算した齢分布を比較した結果、図 3.9、図 3.10 で示されるように、フィッ
ティングパラメーターなしに、よく一致することがわかった。したがって、系列の視点
を取りいれたモデルの妥当性が実験的に検証できた。 
	  
 
g τ( )
g τ( )
g τ( )
 
ρ * τ( ) = 1
τ
!g*
!g* #τ( )
τ
∞
∫ d #τ
Δt
 iΔτ   i = 0,1,2,!( )
imax i imaxΔτ
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図  3.9 系列に沿った齢分布  （A）F3 rpsL-gfp M9 glucose 37℃（B）BrF2 
rpsL-gfp M9 glucose 37℃（C）BrF2 rpsL-gfp M9 glycerol 37℃  
灰色の分布は、最適系列に沿った齢分布の実験値。青色の曲線は、最適系列に沿
った齢分布の予測値。赤色の曲線は、1 細胞系列に沿った齢分布の予測値。緑色
の曲線は、集団の齢分布の予測値。  
 
	 	 	 	 	  
図  3.10 同一条件下での独立系列の比較  
F3 rpsL-gfp M9 glucose 37℃。同一環境内での２つの独立な系列である。ど
ちらも、最適系列に沿った齢分布の予測値によく一致した。  
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3.6  細胞成長ゆらぎのマクロな現象論的な法則	 
 
 ここまでは、齢構造化個体群モデルの枠組みの中で考察できるものに基づいて、実験
データの解析を行ってきた。ここでは、その枠組みからでは予測できない細胞成長ゆら
ぎに関するマクロな現象論的な法則性を調べた結果を示す。齢構造化個体群モデルの枠
組みの中では、1 細胞の世代時間分布はどんな分布でもよく、なんの制約も課されてい
ない。しかしながら、細胞の取りうる状態空間は、ある程度限られていると考える方が
自然であろう。そこで、世代時間分布になんらかの制約がないか調べた。 
 
	 F3 派生株に関して、1 細胞の世代時間と変動係数の関係を調べた結果、中間あたり
の世代時間くらいでピークを持つことがわかった（図 3.11（A））。さらに、この背景に
ある関係を詳しく調べるため、1 細胞の世代時間と 1 細胞の世代時間分布の分散の関係
を調べた。その結果、1 細胞の世代時間と 1 細胞の世代時間分布の分散に線形関係があ
ることがわかった（図 3.11（B））。驚くべきことに、分散が 0 となる X 切片は正（24.4
±0.8min）で、大腸菌が最も速く成長するとされている条件で培養した時の集団の世
代時間（約 20min）に近いことがわかった。もし、この関係が普遍的な関係であると
すれば、この制約条件によって１細胞の世代時間の最小値が決定されている可能性があ
ることを示唆する。また、BrF2 は、この傾向から大きく外れているが、これは、BrF2
は F3 に比べて成長ゆらぎが小さいこと起因することが考えられる。 
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図  3.11 1 細胞の世代時間と細胞成長ゆらぎの関係	 （A）1 細胞の世代時間と
変動係数の関係（B）1 細胞の世代時間と分散の関係  
赤色は F3 派生株。青色は BrF2 株。（A）の灰色の曲線は、（B）の灰色の直線
から計算した。（B）の灰色の直線は、F3 派生株のデータを線形フィットして得
られた直線（y=a(x-b) ;  a=18.2±1.6min、b=24.4±0.8min）。エラーバーは、
95％ブートストラップ信頼区間。  
 
 
 
3.7  細胞サイズの依存性  
 
	 本研究では、大腸菌の増殖モデルとして齢構造化個体群モデルを採用し、今回行った
実験条件全てで、その妥当性が検証できた。もちろん、内部構造として、齢以外にも細
胞サイズやリボソームの含有量などの内部構造を考慮したモデルも考えることができ
る(70, 71)。実際に先行研究として、細胞サイズに依存した大腸菌の増殖モデルも考え
られている(64, 72, 73)。しかしながら、本研究の趣旨は、細胞成長ゆらぎと集団ダイナ
ミクスの関係を調べることが目的であり、いわゆる”sizer”か”timer”かという問題では
ない（そもそも、そのような概念が本当に細胞にあるのかどうかも自明ではないと考え
る）。1 細胞の増殖率と集団の増殖率の関係や齢構造を説明するのには、細胞サイズを
考慮する必要がなかったので、細胞サイズは扱わなかっただけである。分裂直後からの
経過時間（齢）が増えれば、細胞サイズも増えるので、細胞分裂は細胞サイズ依存性が
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ある可能性はある。先行研究でも、初期細胞サイズと成長に相関があることも確認され
ている(1)。齢構造化個体群モデルで細胞の増殖過程を記述できるからと言って、細胞
分裂が細胞サイズには依存しないというわけでないことに注意されたい。ここでは、細
胞分裂と細胞サイズの関係を調べた（図 3.12）。たしかに、分裂間隔時間（世代時間）
と細胞サイズには非常に弱い負の相関があることがわかった。 
 
 
 
 
 
 
図  3.12 初期細胞サイズと世代時間の相関係数  
初期細胞サイズは、分裂直後の細胞サイズ。グラフの中の r は、相関係数（pearson 
correlation）を表す。  
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3.8  	 考察	 
 
3.8.1  	 推定量の評価	 
 
	 離散的なデータを使用した数値計算には誤差が発生するので、精度を上げる工夫が必
要である。今回我々が使用した推定量は、数値シミュレーションで生成されたデータセ
ットを利用して、推定量が正しい値を与えることができるか、予め評価したものを使用
した。 
 
	 1 細胞の世代時間分布として、以下の 3 つの場合について考えた。 
 
1. ガンマ分布（Gamma  distribution）  
g τ( ) = τ
k−1e−
τ
θ
Γ(k)θ k
k = 508 , θ = 8,  τ g = 50, Vg = 400
  
2. シフテッドガンマ分布（Shifted  gamma  distribution）  
g τ( ) =
0 τ < a( )
τ −a( )k−1 e
−
τ−a
θ
Γ(k)θ k τ ≥ a( )
&
'
(
(
)
(
(
k = 4, θ =10, a =10,  τ g = 50, Vg = 400
  
3. 大きな分散を持つガンマ分布（Gamma  distribution  with  large  variance）  
    
g τ( ) = τ
k−1e−
τ
θ
Γ(k)θ k
k = 508 , θ = 8,  τ g = 50, Vg = 800
 
  ただし、世代時間の単位は arbitral time unit (a.t.u.)である。 
	 次に、ダイナミクス・サイトメーターを想定した数値シミュレーションについて説明
する。グロースチャネル内での観察領域（safety section）の列数（ NC ）と行数（ NR ）
も変数とした（実際は、 NC ＝3〜5、 NR ＝8〜10 である）（図 3.13）。観察領域には、
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安定的にNR × NC 個の細胞が配置されている。細胞が分裂すると 2 つの新生細胞に置
きかわり、１つ細胞は同じ場所に留まり、片方は隣接する場所に置かれ、同じ行の細胞
は、図 3.13 で説明されるような方法で押し出される。各タイムポイント（時間間隔は
1 arbitral time unit (a.t.u.)）で、観察領域の外にいる細胞は取り除かれる。この操作
は、5000 a.t.u の間、繰り返され解析のためのデータセットが生成される。 
 
	 この数値シミュレーションによって生成されたデータセットを使って世代時間の推
定量を計算した。正しい値（集団の世代時間T 、1 細胞の世代時間 τ g、最適系列の
世代時間 τ g*）と区別するために推定量には記号の上に^をつけ、集団の世代時間の実
験値を Tˆ (exp)、集団の世代時間の予測値を Tˆ ( pre)、1 細胞の世代時間を τˆ g 、観察される
全ての世代時間の平均を τˆ g*とする。もし、これらの推定量がよい推定量であれば、
正しい値に一致する必要がある。その結果、図 3.14 で示されるように、 Tˆ (exp)と τˆ g*  
は NR に依存し、NR がおおよそ 5 以上であれば、正しい値に一致することがわかった。 
実際のダイナミクス・サイトメーターを使った実験では、NR は 8 以上なので、これら
の推定量で精度よく世代時間を見積れることが期待できる。 
 
	 １細胞の世代時間の分散の推定量として、 から率直に
考えると、 
Vˆg(2) = 2 i+
1
2
!
"
#
$
%
&B i+1( )Δτ( )Δτ
i=0
imax
∑
*
+
,
-
.
/− τˆ g( )
2
 
も考えられる。しかしながら、分散の推定量としては今回使用した以下の 
Vˆg(1) = 2 i+
1
2
!
"
#
$
%
&B i+1( )Δτ( )Δτ
i=0
imax
∑
*
+
,
-
.
/− τˆ g −Δτ( )
2
 
の方がよい推定量であることがわかった（図 3.15）。 
 
 
 
  
Vg = 2 !τ B !τ( )0
∞
∫  d !τ − τ g( )
2
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図	 3.13 ダイナミクス・サイトメーターを想定したシミュレーション	 
赤色の背景である領域が観察領域（safety section）であり、（ NR = 8）×（ NC = 
3）= 24 個の細胞が配置されている。細胞が分裂（♯13）すると 2 つの新生細
胞に置きかわり、1 つの細胞は同じ場所（♯25）に留まり、片方の細胞は隣接す
る場所（♯26）に置かれ、同じ行の細胞（♯6-♯8）は右に押し出される。もし、
♯26 の細胞が♯4 に置かれたら、♯1-♯4 の細胞が左へ押し出される。もし、♯
26 の細胞が♯5 に置かれたら、押し出される方向はランダムに決まる。各タイ
ムポイント（時間間隔は 1 a.t.u）で、観察領域の外にいる細胞は取り除かれる。
この操作は、5000 a.t.u（100 世代）の間繰り返され、解析のためのデータセッ
トが生成される。  
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図  3.14 世代時間の推定量の評価  
ダイナミクス・サイトメーターを想定した数値シミュレーションによって生成さ
れたデータセットを使った推定量の評価。観察領域（safety section）の列数は
NC 、行数は NR 。赤色の四角は、集団の世代時間の実験値 Tˆ (exp)。赤色の丸は、  
予測値を Tˆ ( pre)。緑色の四角は、1 細胞の世代時間 τˆ g 。緑色の丸は、観察される
全ての世代時間の平均 τˆ g*。エラーバーは、シミュレーションを 1000 回繰り返
した結果の標準偏差。横線は、上から順に、1 細胞の世代時間 τ g、集団の世代
時間 T 、最適系列の世代時間 τ g*の正しい値を表す。  
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図  3.15 分散の推定量の評価  
1 細胞の世代時間の分散の推定量の比較。赤色の四角は Vˆg(1)。赤色の丸は Vˆg(2)。
エラーバーは、シミュレーションを 1000 回繰り返した結果の標準偏差。横線は、
1 細胞の世代時間の分散Vg の正しい値を表す。  
 
 
 
 
3.8.2  	 1 細胞系列と最適系列を区別する時間スケールの評価	 
 
	 100 世代以上計測した長期データを使用して、系列の視点を取りいれたモデルの検証
を行った。実際の実験データでは 100 世代程度のデータで、長期観察による系列が最
適系列と 1 細胞系列のどちらの系列に一致するのかは明らかであった（図 3.9）。ここ
では、その評価の信憑性について議論する。 
	 最適系列と 1 細胞系列を区別できる時間スケールについて調べる。系列の世代時間が 
τ g*から τ g ≡ xに外れてしまう確率    Prob τ g = x"# $%= e− I x( )n ≡ P x( )       (3.70)
としたときのレート（大偏差）関数 I x( )を求める。 
 200
 300
 400
 500
 200
 300
 400
 500
 500
 600
 700
 800
 900
 1000
 1  10  100  1  10  100  1  10  100
Number of cells in a row
Es
tim
at
ed
 va
ria
nc
e 
of
 g
en
er
at
ion
 tim
e 
(a
.t.
u.
2 )Gamma
Shifted
gamma
Gamma
(Large variance)
 82 
	 P x( )のキュムラント母関数C α( )     C α( ) = lim
n→0
1
n ln e
nαx
0
∞
∫ P x( )dx = limn→0
1
n ln e
nαx%
&
'
(
)
*       (3.71)
を導入する。キュムラント母関数 は、   
 
enαx = enα (τ1+!+τ n )
          = enατ n        P x( ) = g* τ i( )
i=1
n
∏
$
%
&
'
(
)
          =  eατ
0
∞
∫ g* τ( )dτ( )
n
      (3.72)
より、    C α( ) = ln eατ0∞∫ g* τ( )dτ       (3.73)
となる。レート関数 I x( )は、キュムラント母関数C α( )のルジャンドル変換で与えられ、    I x( ) =max
α
αx −C α( ){ }       (3.74)
で計算できる。 
	 Jensen の不等式より、   
ln eατ
0
∞
∫ g* τ( )dτ = ln g τ( )
eατg* τ( )
g τ( )0
∞
∫ dτ
                            ≥ g τ( ) ln e
ατg* τ( )
g τ( )0
∞
∫ dτ
                            =αx −DKL g g*'( )*
      (3.75)
となる。ただし、ατ = ln g / g*( )ととると、等号が成立する。 
 よって、レート関数    I x( ) = DKL g g*!" #$       (3.76)
を得ることができる。 
したがって、系列の世代時間が τ g*から τ g ≡ xに外れてしまう確率は    Prob τ g = x"# $%= e−DKL g g*"# $%n
                         = e−
τ g−T
T n
                         = e−
Λ−λ
λ
n
      (3.77)
となる。 
 F3 rpsL-gfp Glc37℃の場合を想定して計算すると、Λ =13.6、λ =12.4、n=100 とし 
て、系列の世代時間が τ g*から τ g ≡ xに外れてしまう確率は、約 0.00627 %である。 
C α( )
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BrF2 rpsL-gfp Gly37℃の場合を想定して計算すると、Λ=11、λ =10.9、n=170 として、 
系列の世代時間が τ g*から τ g ≡ xに外れてしまう確率は、約 21.0 %である。 
	 F3 rpsL-gfp Glc37℃の場合は、100 世代もあれば十分区別できるが、BrF2 rpsL-gfp 
Gly37℃の場合は、区別するのが難しいことがわかる（図 3.9）。これは、系列に沿った
齢分布に差がほとんど見られなかったことからも理解できる。少なくとも F3 rpsL-gfp 
Glc37℃の場合であれば、十分検証できていたと考えられる。 
 
 
3.8.3  	 世代時間分布のスケーリング則	 
 
	 いくつかの研究で、世代時間分布にはシンプルなスケーリング則があることが示され
ている(74, 75)。つまり、世代時間の変動係数は一定となり、分散は世代時間には比例
しないということを意味するので、今回の結果とは一致しないことになる。これは、先
行研究よりも本実験では、多くの環境を用意できたことに起因すると考える。実際、我々
の実験結果に関しても、世代時間の範囲を狭めれば変動係数が一定に見える範囲もある。
したがって、著しく環境を変えなければ、スケーリング則は成立するが、普遍的な法則
ではないと考える。 
	 我々が発見した世代時間と世代時間の分散の線形関係に関しても、抗生物質などのス
トレス物質を入れた条件など、この関係から外れる可能性もあるので、我々が発見した
線形関係に関しても、どれくらい普遍的な法則かどうか、今後、調べる必要がある。 
 
 
3.8.4  	 細胞サイズの安定性	 
 
	 大腸菌は、ストレスがない環境でも一定確率で伸長細胞が観察されることが知られて
いる(1, 2, 55)。たしかに、本実験でも少し伸長する細胞が観察されたが、最終的には淘
汰された。これは、 g* τ( )の分布の裾野は、 g τ( )よりも e−Λτ が掛かる分、減衰が早く
なるため、つまり、世代時間が長い細胞は観察されにくくなるためであろう。伸長細胞
は、通常の細胞に比べて著しく世代時間が長くなるので、観察されにくくなる。 Mother 
machine のような計測装置であれば、伸長細胞（の系列）が出現しても系に残り続け
ることができるが、ダイナミクス・サイトメーターでは、そのような系列が出現しても
残り続ける確率は非常に低い。したがって、伸長細胞のサイズを元のサイズに戻す機構
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を有さずとも集団の平均細胞サイズは結果的に維持されることになる。 
 
 
3.8.5  	 今後の課題と展望	 
 
	 本章では、大腸菌の増殖過程を齢構造化個体群モデルで記述できたが、他の生物種で
は、齢構造化個体群モデルでは記述できないこともある。したがって、より一般的な理
論的枠組みが必要になる。例えば、遺伝子発現量と増殖能が相関する状況もありうるで
あろう(76-82)。当然、その場合は、１細胞系列に沿った発現量分布と集団の発現量分
布は一致しない（図 3.8）。図 2.21 でも示したように、遺伝子発現量（タンパク質濃度）
などの表現型も世代をまたいで相関を示すという意味で一種の遺伝性を示す。生殖細胞
系列と体細胞系列の２種類から構成される生物は、表現型は次の世代に遺伝（獲得形質
の遺伝）しないことが知られているが、大腸菌のような表現型がそのまま次の世代に受
け継がれるような生物は、獲得した形質が遺伝してしまうことになる。最近の研究で、
遺伝子発現量の分布は、一般に、ガンマ分布になることがわかっているが(4)、厳密に
言うと、集団の遺伝子発現量分布であり、1 細胞系列に沿った発現量分布ではない。1
細胞系列に沿った発現量分布がどのような特徴をもつのか興味深い問題である。 
 
	 また、本実験では、細胞が死なない環境条件を選んだが、ストレス環境では、今回得
られたものとは別の規則が見えてくるかもしれない。安定に成長する条件で従う規則、
ストレス環境で成長する条件で従う規則、さらに、どんな状況でも従う規則など、一つ
一つの機能を見ていくだけでは、到底たどり着けない規則を発見できるかもしれない。
もちろん、その先には、今回発見したものを含めマクロな現象論的法則性は、その背景
にある分子論的なメカニズムを明らかにする手がかりになるであろう。 
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3.9  	 まとめ	 
 
1. １細胞の世代時間、集団の世代時間、最適系列の世代時間を定義した。  
2. 大腸菌の増殖過程が齢構造化個体群モデルで記述できることを実験検証できた。  
3. 齢構造化個体群モデルから導出される 1 細胞の増殖率よりも集団の増殖率の方が
高いことを実験検証できた。  
4. 増殖率の利得の指標を導入し、世代時間の変動係数が大きいと増殖率の利得が大
きくなる傾向があることがわかった。  
5. ダイナミクス・サイトメーターで取得した長期時系列データを使い、系列の視点
を取り入れたモデルを実験検証できた。  
6. 世代時間と世代時間の分散には線形関係があることがわかった。  
7. 初期細胞サイズと世代時間には、わずかな負の相関があることがわかった。  
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第4章	 	 表現型ゆらぎと非遺伝的適応ダイナミク
スの長期時系列解析	 –薬剤耐性菌の不均一な
薬剤応答-	 
 
4.1  	 背景	 
 
	 バクテリア（大腸菌はその一種）は予測できない環境変動に対しても、しばしば、高
い適応能力をみせる。実験室内でバクテリアをストレス条件下で培養を続けると、徐々
に成長が回復してくるという現象が観察される(83-86)。遺伝子変異によって耐性能を
獲得した細胞が増殖してくることはよく知られているが、遺伝子変異を伴わない表現型
による適応も知られている。その一つは、1.1.2 でも説明した、いわゆる、“bet-hegging”
と呼ばれる、両賭け戦略である。コストと引き換えに多様な状態を予め用意しておくこ
とで、予測できない環境変化に対しても生き残る戦略である。しかしながら、この適応
機構だけでは、成長が回復する現象は説明できない。これに対し、生物学者は、「環境
に“慣れる”」というフレーズをよく使う。つまり、細胞は、環境変化に応じて内部状
態を変化させ環境に適応することを自然なこととして受け入れている場合がある。この
ような「環境に“慣れる”」といった適応機構を理解する為には、まず個々の細胞の状
態がどのうような経路を辿るかを知る必要がある。 
 
 
4.2  	 目的	 
 
	 耐性遺伝子の発現量がモニター可能な大腸菌株を用いて、薬剤に対する適応過程を 1
細胞レベルで解析する。	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4.3  	 材料および実験方法	 
 
4.3.1  	 細胞株	 
 
	 この実験では、第3章でも使用したF3のゲノム上のintC	 領域にPLtetO-1プロモーター制
御下にあるVenus-CAT融合タンパク質を発現する遺伝子（蛍光タンパク質遺伝子
（venus）とクロラムフェニコール耐性遺伝子（cat, chloramphenicol 
acetyltransferase））を導入したF3 TVC（W3110 ΔfliC ΔfimA Δflu intC :: PLtetO-1 
-venus-cat）に、画像解析の際、細胞のエッジ検出を容易にするために、PLtetO-1プロモ
ーター制御下にある蛍光タンパク質（mCherry）の遺伝子を保持したプラスミド
pTmCK4（PLtetO-1,mCherry, FRT-kanR- FRT, ampR, pSC101 ori）を形質転換した大
腸菌株F3 TVC-pTmCK4（W3110 ΔfliC ΔfimA Δflu intC :: PLtetO-1-venus-cat pTmCK4）
を使用した（図4.1）(68, 87)。ただし、Tetリプレッサーは導入していないので、PLtetO-1
プロモーター制御下にある遺伝子は恒常的に発現することが期待される。この大腸菌株
及びプラスミドは、当研究室で既に作製されたものを使用した。	 
 
 
	 	 
 
図	 4.1	 遺伝子回路の説明図	 
ゲノム上に P LtetO-1 プロモーター制御下にある Venus-CAT 融合タンパク質を発
現する遺伝子を導入し、さらに、PLtetO-1 プロモーター制御下にある蛍光タンパ
ク質（mCherry）の遺伝子を保持したプラスミド pTmCK4 を形質転換した。
mCherry の蛍光画像は、画像解析のために使用した。  
??? ???
?????????????????
???????????????
????????
???????? ???????
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4.3.2  	 １細胞計測系	 
 
	 ダイナミクス・サイトメーターに加えて、全細胞を追従可能なマイクロ流路デバイス
を作製した。基本的な構成はダイナミクス・サイトメーターと同じであるので、作製方
法等の詳細は重複するため省略するが、違いはマイクロ加工された基板のデザインが異
なる。ウェルの大きさは、縦は 40µm、横は 50µm、深さは約 1µm、ウェルとウェルの間
は、80µm 間隔で横に 32 個、縦に 60 個、計 1920 個、配置した（図 4.2、図 4.3）。以
降、ウェルチャンバー（well chamber）と呼ぶことにする。ダイナミクス・サイトメ
ーターを使用した計測では、成長しない（または、極端に成長の遅い）細胞は洗い流さ
れてしまうので、成長しない細胞も成長する細胞と同等にしばらく観察したい場合には、
少し不都合な点がある。成長が停止し即座に死ぬ場合であれば、ダイナミクス・サイト
メーターのみの実験で十分であるが、成長が遅くなってから、しばらく、死んだか判断
が難しい場合には、不正確なデータセットになってしまう。ダイナミクス・サイトメー
ターでは、増え過ぎてしまうという問題を解決するために、一部の細胞を取り除いたが、
今回の実験のように一部の細胞は成長するが大半の細胞は死滅するという状況であれ
ば、洗い流すことなくしばらく観察可能である。もちろん、ダイナミクス・サイトメー
ターを使用した計測ほどは長期に観察はできないので、生き残った細胞がどうなるかは
観察できない。そこで、今回は、細胞が増えるまでのしばらくの間の環境応答にはウェ
ルチャンバーを使用し、増殖を続ける細胞集団の長期的な観察にはダイナミクス・サイ
トメーターを使用し、2 つの計測系を併用して細胞動態の解析を行った。 
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図	 4.2 ウェルチャンバーの概略	 （上）チャンバー全体の俯瞰図（下）断面図	 
ウェルの大きさは、縦は 40µm、横は 50µm、深さは約 1µm、ウェルとウェルの間
は、80µm 間隔で横に 32 個、縦に 60 個、計 1920 個、配置。調整した培養液の
細胞数によって、数十カ所から数百カ所ランダムに細胞がトラップされる。培地
はセルロースメンブレンを通して速やかに交換される。  
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図  4.3 顕微鏡観察の画像	  
蛍光（YFP）画像。ウェル内に閉じ込められた細胞は 2 次元平面的に成長・分
裂する。四角く色が少し白っぽくなっている部分がウェルの縁。  
	 
	 
  
10 μm
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4.3.3  	 大腸菌の培養および調整	 
 
	 ベース培地として、M9 最小培地（M9 Minimul Salt (Difco) + 2mM MgSO4 + 0.1mM 
CaCl2）を用いた。ここに炭素源として 0.2%（w/w）glucose + MEM amino acid solution
（SIGMA）を加えた。計測には、37℃で一晩振とう培養した細胞溶液を 200 倍希釈し、
数時間振とう培養（OD600が 0.2~0.5 であることを確認）し、増殖率が対数増殖期に入
った細胞を用いた。今回用いた細胞株に含まれるプラスミドは、カナマイシンが培地中
に含まれていなくても安定的に保持されることを確認しているので、顕微鏡観察の際の
培地中にはカナマイシンは入れていない。しかし、万が一プラスミドを保持していない
細胞がでてきたとしても、確実にプラスミドを保持した細胞のみを選択するため、前培
養の培地中にはカナマイシン（20µg/ml）を加えた。 
 
 
4.3.4  実験手順	 
 
	 まず、ウェルチャンバーを使用した実験から説明する。 
	 マイクロ加工基板にフレームシールチャンバーを貼り、対数増殖期に入った細胞溶液
をOD600＝0.05になるよう細胞密度を調製した細胞溶液をマイクロピペットで2µlとり、
ウェルのある領域に滴下し、滴下後すぐにセルロースメンブレンを貼りつけた。セルロ
ースメンブレンが付いたら細胞が乾かないように培地をセルロースメンブレン上に
20µl滴下し、PDMSパッドを上から被せ、顕微鏡にセットし、培地を流しはじめた。培
地を流す速さはシリンジポンプで調節可能で2ml/hと設定した。温度を一定に保つため
にステージ全体を恒温槽で囲った倒立顕微鏡を使用し、室内光の影響がない条件で計測
を行った。90分経過後、薬剤（クロラムフェニコール）の入った培地に切り替えた。 
 
	 次に、ダイナミクス・サイトメーターを使用した実験を説明する。 
グロースチャネルのある領域に滴下し、滴下後すぐにセルロースメンブレンを貼りつけ
た。セルロースメンブレンが付いたら細胞が乾かないように培地をセルロースメンブレ
ン上に20µl滴下し、PDMSパッドを上から被せ、顕微鏡にセットし、培地を流しはじめ
る。細胞がグロースチャネル内を埋め尽くし（6時間以上経過してから）、細胞の状態が
十分安定してから計測を始めた。培地を流す速さはシリンジポンプで調節可能で、
5ml/hと設定した。温度を一定に保つためにステージ全体を恒温槽で囲った倒立顕微鏡
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を使用し、室内光の影響がない条件で計測を行った。計測開始から6時間経過後、薬剤
（クロラムフェニコール）の入った培地に切り替えた。 
	 顕微鏡の自動操作には、フリーソフトMicro Managerを使用した。対物レンズとして
油浸明視野レンズ（倍率100倍、Plan Apoλ、N.A. 1.45、Nikon）を用い、冷却CCD
カメラを用いて顕微画像を取得した。蛍光画像を一定間隔（3 min）でタイムラプス計
測した。蛍光像取得の露光時間（500 msec〜2000 msec）及び、励起光の強さは平均蛍
光量に応じて調整した。露光時間は、画像解析できるように蛍光強度に応じて設定した。
光源は、LEDを使用した。 
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4.4  	 結果	 
 
4.4.1  不均一な薬剤応答	 
 
	 クロラムフェニコールの濃度を 20µg/ml、30µg/ml、40µg/ml と変えて観察した結果、
クロラムフェニコール濃度が 20µg/ml では、ほとんど全ての細胞が生き残り、40µg/ml
では、ほとんど全ての細胞が死滅したが、30µg/ml では、死ぬ細胞と生き残る細胞が共
存する不均一な薬剤応答が観察された。（クロラムフェニコール濃度 30µg/ml）薬剤投
与後、すぐに死ぬ細胞もいたが、ほとんどが数回分裂してから死ぬ、生き残った細胞は
安定的に増殖し続ける様子が観察された（図 4.4）。 
 
 
     
 
図  4.4 不均一な薬剤応答の時系列  
蛍光（YFP）画像。2 枚目（0min）からクロラムフェニコール濃度 30µg /ml の
培地に切り替えた。切り替え後、全体的に成長率は低下し数回分裂後、死亡する
細胞が生じ、一部の細胞が生き残った（7 枚目、1200min）。生き残った一部の
細胞は増え続けた（8 枚目、1800min）。  
 
30 μg/ml 30 μg/ml
30 μg/ml 30 μg/ml 30 μg/ml 30 μg/ml
60 (min)
300 (min) 600 (min) 1200 (min) 1800 (min)
180 (min)
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4.4.2  薬剤濃度に依存した生存確率	 
 
	 薬剤投与に対する生存確率を評価したいのであるが、実際に 1 細胞レベルで観察して
みると、生きるか死ぬかの単純なものではなかった。死ぬ細胞の中にも、すぐに死ぬ細
胞もいれば、死ぬまでに複数回分裂する細胞もいた。また、生き残る細胞であっても、
成長が一度非常に遅くなりしばらく時間が経過した後に成長速度が回復する細胞や姉
妹細胞であっても片方が死に、もう片方は生き残ることもあった。このような複雑なダ
イナミクスがあって、その中から安定的に増殖できる細胞が現れてくることが観察され
た。そこで、安定的に増殖できる細胞という特徴を一つの生存能力の指標とし、生き残
る細胞につながる系列の細胞をまとめて成長細胞（growing cell）とし、それ以外の細
胞を非成長細胞（non-growing cell）と定義する。この定義を用いると、薬剤投与時点
では生存細胞であっても、非成長細胞と分類される細胞は、死ぬ運命にある細胞（死細
胞）と判断され、成長細胞は生き残る細胞（生存細胞）と判断される（図 4.5）。この
定義によって計算した生存確率は、微生物学において生死判定の基準として標準的に用
いられる CFU（colony-forming unit）に対応する。 
	 この定義を使って、生存確率を計算した結果、クロラムフェニコール濃度 20µg/ml、
30µg/ml、40µg/ml の生存確率は、それぞれ 100 %、5.9 %、0 %となり、20µg/ml から
30µg/ml の間で、急激に生存確率が下がることがわかった（図 4.6）。20µg/ml の場合で
も、死ぬ細胞は存在したが、死ぬまでに何回か分裂しているので、非成長細胞になるこ
とはなかった。また、40µg/ml の場合でも、死ぬまでには数回分裂する細胞も存在した
が、成長細胞になる細胞は観察できなかった。 
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図  4.5 生存細胞の特徴付け  
最終的に増殖し続ける細胞につながる系列の細胞をまとめて成長細胞（growing 
cell）とし、薬剤投与時点で成長細胞となる細胞を生存細胞とする。青で示した
細胞を生存細胞とした。  
 
 
	 	 	 	 	 	  
図  4.6 生存確率  
クロラムフェニコール濃度 20µg /ml、30µg /ml、40µg /ml の生存確率は、それ
ぞれ 100 %、5.9 %、0 %。  
	 	 	 	 	         
?????
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4.4.3  	 表現型ゆらぎと適応の関係	 
 
	 1.1.2 で説明したように、生存に有利な表現型の特徴を調べる上で、2 つの重要なパ
ラメーターが知られている。それは、細胞の体積成長率と遺伝子発現量（耐性遺伝子の
発現量）である。成長細胞と非成長細胞の違いを調べたいので、これ以降、生存細胞と
死細胞が共存する条件である、クロラムフェニコール濃度 30µg/ml について調べた結
果を示す。 
 
	 ここでは、薬剤投与時の表現型（細胞の体積成長率と耐性遺伝子の発現量）ゆらぎと
適応の関係について調べた。薬剤投与時の体積成長率（2 点以上データが必要）の計算
には、投与前の 5 点（12min）のデータを使って計算した。体積成長率については、成
長細胞と細胞集団全体との間には、有意な差はなかった（p＝0.33、図 4.7（A））。一方
で、耐性遺伝子の発現量については、成長細胞と細胞集団全体との間には、わずかだが
有意な差があることがわかった（p < 10-3、図 4.7（B））。 
 
 
 
 
図  4.7 薬剤投与時の表現型ゆらぎと適応の関係  （A）細胞の体積成長率	 細胞
集団全体と成長細胞の体積成長率の比較。体積成長率は、投与前から 5 点のデー
タを使用し計算。エラーバーは、±S.E.。（B）平均蛍光強度	 細胞全体と成長
細胞の耐性遺伝子の発現量の比較。平均蛍光強度は、Venus-CAT 融合タンパク
質の濃度に比例する。エラーバーは、±S.E.。集団全体のサンプル数は 560、成
長細胞のサンプル数は 33。  
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4.4.4  	 ストレス環境に対する適応過程の解析	 
 
	 耐性遺伝子の発現量が高い方が生き残りやすいことがわかったが、発現量が高くても
非成長細胞になる細胞も多く存在していたので、一概に発現量が高い細胞が成長細胞に
なるとは限らなかった。つまり、集団の平均的な傾向としては、耐性遺伝子の発現量が
高い細胞の方が生き残る確率が高くなるが、それ以上に、ゆらぎが大きくほとんど予言
能力がない（発現量だけでは細胞の運命決定は難しい）。ある一時点で細胞の運命が決
まるのではなく、長い時間をかけて、細胞が取り得る状態の中でゆらぎながら、徐々に
運命が決定されていく可能性も考えられるであろう。図 4.4 で示したように、観察事実
として、最終的には、安定的に増殖する細胞集団と増殖が止まる（最終的には死ぬ）細
胞集団に分かれことはわかっている。 
 
	 ここでは、薬剤投与後、2 つの状態に分かれるまで、どのように運命が決まってくの
か調べた結果を示す。 
	 各時点の細胞の体積成長率と耐性遺伝子の発現量の相関係数、さらに、細胞集団を体
積成長率によって 3 つのグループ（体積成長率が遅い細胞、体積成長率が中間的な細胞、
体積成長率が速い細胞）にわけて、それぞれの耐性遺伝子の発現量の平均と変動係数を
計算した。グループ分けの方法としては、（ある一時点で）観察された体積成長率の最
大値と最小値を探し、最小値から最大値の区間を 3 等分に分けて、（ある一時点での）
細胞集団を 3 つのグループに分けた。また、各時点での体積成長率の計算には、細胞が
分裂してから分裂するまでのデータ点を使用して計算した。その中から、t = 0 min、
60 min、240 min、480 min、1000 min、1800 min についての結果を図 4.8 に示した。
耐性遺伝子の発現量は、薬剤投与後から全体的に徐々に減衰することがわかった（図
4.8、図 4.9）。細胞の体積成長率と耐性遺伝子の発現量の相関係数は、時間ととも増加
することがわかった。すなわち、耐性遺伝子の発現量が高い細胞の方が体積成長率が速
いことがわかった。しかしながら、興味深いことに必ずしも発現量が高く、体積成長率
の速い細胞が成長細胞であるわけでないことがわかる。また、薬剤投与後しばらくの間
（t=60 min、240 min）は、体積成長率の遅いグループの方が変動係数が大きくなる傾
向があることがわかった。 
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図  4.8 各時点における細胞の体積成長率と耐性遺伝子の発現量の関係  
緑の点は成長細胞、赤の点は非成長細胞の表す。r は、体積成長率と耐性遺伝子
の発現量の相関係数。細胞集団を体積成長率によって 3 つのグループ（体積成長
率が遅い細胞（Slow）、体積成長率が中間的な細胞（Medium）、体積成長率が
速い細胞（Fast））にわけて、それぞれの耐性遺伝子の発現量の平均と変動係数
を計算した。  
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図  4.9 耐性遺伝子の発現量の時間推移  
平均蛍光強度の集団平均と分散の時間推移。エラーバーは±S.D.である。	 
 
 
 
4.4.5  ダイナミクス・サイトメーターを用いた長期計測	 
 
	 ここまでの観察結果として、薬剤投与後、一部の細胞が生き残り、安定して増殖し続
ける細胞がでてくるところまでわかったが、ウェルチャンバーでは、その後の増殖過程
は観察することはできない。そこで、ダイナミクス・サイトメーターを使って、細胞が
増殖し始めてからのダイナミクスを調べた。ここからは、ダイナミクス・サイトメータ
ーを使った実験結果について説明する。 
 
	 薬剤（クロラムフェニコール濃度 30µg/ml）投与後、ダイナミクス・サイトメーター
を使った実験でもウェルチャンバーを使った実験と同様に、一部の細胞が生き残り、増
殖を続ける細胞が観察された。そのまま、観察し続けた結果、生き残った細胞は、安定
的に増殖することが確認できた（図 4.10）。さらに、安定に増殖をし続ける細胞集団に
対して、細胞の体積成長率と耐性遺伝子の発現量の相関係数を計算した結果、相関がな
くなることがわかった（図 4.11）。 
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図  4.10 細胞成長の安定性評価	  
3.4.3 で定義した、時間に依存した分裂率 を使い、増殖曲線に相当する累積
時間依存的分裂率 を計算した。成長細胞が確認できた１つのグロー
スチャネルの解析結果。360 分後に薬剤（クロラムフェニコール濃度 30µg/ml）  
を投与。3000 分以降のデータを使い、集団の増殖率	 （0.004(min-1)、集団の世
代時間；174(min)）を計算した。赤い破線は、3000 分以降のデータを使い線形
フィットした直線。  
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図  4.11 細胞の体積成長率と耐性遺伝子の発現量の相関  
3000 分以降のデータを使い、細胞の体積成長率と耐性遺伝子の発現量の相関係
数（r=0.132）を計算した。  
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4.5  	 考察	 
 
	 集団の平均的な傾向としては、耐性遺伝子の発現量が高い細胞の方が生き残る確率が
高くなり、薬剤投与後しばらくは、耐性遺伝子の発現量が高い細胞の方が体積成長率が
速くなることがわかったが、それ以上にゆらぎが大きく、発現量だけでは細胞の運命決
定は難しいことがわかった。耐性遺伝子の発現量が高い方が体積成長率が速くなるとい
う結果は、Hwa らが提唱した理論モデルの仮定と一致するが、それだけではこの現象
を説明できないと考える(87)。 
 
	 先行研究として、体積成長率に依存的な遺伝子発現量の調整機構の理論モデルが提唱
されている。このモデルによると、ある初期状態の細胞をある環境においたときに、非
適応的な遺伝子発現状態（アトラクター）で体積成長率が低下すると、遺伝子発現量の
ゆらぎが相対的に増大することによって、非適応的なアトラクターから確率的に飛び出
し、適応的なアトラクターを選択できるというものである(88-91)。図 4.8 で示されたよ
うに、体積成長率が遅い細胞の方が、遺伝子発現ゆらぎが大きくなるという結果もその
ような機構があることを示唆しているのかもしれない。	 
 
 
4.6  	 まとめ	 
 
1. 薬剤応答を観察するためのマイクロ流路デバイスを考案した。  
2. クローン細胞集団内での不均一な薬剤応答を 1 細胞観察することができた。  
3. 耐性遺伝子の発現量が高い方が生き残る確率がわずかに高いことがわかった。  
4. 薬剤投与後しばらくの間は、耐性遺伝子の発現量が高い細胞の方が、体積成長率
が速いことがわかった。  
5. ゆらぎが大きく、発現量の高い低いだけでは、細胞の運命を決めることは難しい
ことがわかった。  
6. ダイナミクス・サイトメーターを使った長期計測の結果、生き残った細胞は、環
境に適応し安定的に増殖し続けることがわかった。  
7. 環境に適応し安定的に増殖する細胞集団では、耐性遺伝子の発現量と体積成長率
の相関がなくなることがわかった。  
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第5章	 総括	 
	  
	 この章では、第 2 章から第 4 章で行った主な結果をまとめ、最後に、今後の展望を述
べる。 
 
	 第 2 章では、まず、広く一般的に使用されている寒天培地を利用した 1 細胞計測技術
を例にして、具体的な問題を明らかにし、長期 1 細胞計測系に必要な課題を明確化した。
そして、その課題をクリアした、新たな長期 1 細胞計測系（ダイナミクス・サイトメー
ター）を構築した。このダイナミクス・サイトメーターを用いると、少なくとも 170
世代にわたって安定的に成長する細胞の成長・分裂や遺伝子発現量変化を計測できるこ
とを確認した。 
	 第 3 章では、齢構造化個体群モデルにおける世代時間の解釈について説明し、1 細胞
の世代時間、集団の世代時間、最適系列の世代時間を定義した。大腸菌の増殖過程が齢
構造化個体群モデルで記述できることを実験検証し、さらに、このモデルから導出され
る 1 細胞の増殖率よりも集団の増殖率の方が高いことを確かめることができた。また、
増殖率の利得の指標を導入し、世代時間の変動係数が大きいと増殖率の利得が大きくな
る傾向があることがわかった。ダイナミクス・サイトメーターで取得した長期時系列デ
ータを使うことによって、今まで検証が難しかった系列の視点を取り入れたモデルの実
験検証もできた。また、モデルからでは予測できない、世代時間と世代時間の分散には
線形関係があることを見出した。 
	 第 4 章では、ダイナミクス・サイトメーターとは別に、薬剤応答を観察するためのマ
イクロ流路デバイスを考案した。この 2 つの計測系を用いて、クローン細胞集団内での
不均一な薬剤応答を 1 細胞観察することができた。耐性遺伝子の発現量と生存確率の関
係を調べた結果、耐性遺伝子の発現量が高い細胞の方が生き残る確率がわずかに高いこ
とがわかった。また、薬剤投与後しばらくの間は、耐性遺伝子の発現量が高い細胞の方
が、体積成長率が速いことがわかった。しかしながら、単純な描像ではなく、ゆらぎが
大きく耐性遺伝子の発現量の高い低いだけでは、細胞の運命を決めることは難しいこと
がわかった。さらに、ダイナミクス・サイトメーターを使って長期観察した結果、生き
残った細胞は、環境に適応し安定的に増殖し続けることがわかった。また、安定的に増
殖する細胞集団では、耐性遺伝子の発現量と体積成長率の相関がなくなることがわかっ
た。 
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 今回、開発したダイナミクス・サイトメーター及びウェルチャンバーは、汎用性があ
り、細胞の性質を正確に理解するための一般的な計測手法の一つになるのではないかと
考えている。例えば、非常に長期間観察できることを利用し、将来的には、表現型ゆら
ぎだけではなく、数百世代から数千世代にわたって連続観察することで、遺伝子型の変
化による細胞状態の変動（進化）もライブ計測できるのではないかと期待している。遺
伝子変異率を変更可能な株などを使用すれば、十分現実可能性はあると考える。	 
	 また、ダイナミクス・サイトメーターの応用として、グロースチャネルのサイズを変
えることが技術的には可能である。サイズを小さくすることによって、選択がかかりに
くくなる（集団内での競争がなくなる）ことが予想できる。これを利用することで、異
なる性質をもつ系列を直接比較できる可能性がある。 
	 さらに、少し改変して大腸菌以外のバクテリアや真核生物の単細胞生物にも応用でき
るかもしれない。多細胞生物であっても単離可能な癌細胞を使うなどすれば、多細胞生
物の研究にも役に立つことが期待できる。定常環境だけでなく、環境を変えることがで
きるので、考えうる組み合わせは多彩であるので、様々な研究に応用されることが期待
できる。	 
	 	 
	 大腸菌の増殖モデルとして、齢構造化個体群モデルを考えたが、今回得ることができ
た結果は、“1 細胞”と“集団”の違いや、“系列”という新たな視点で集団ダイナミク
ス捉えることなどは、モデルによらず本質的な問題であると考える。生態学や進化学の
分野では、様々なモデルが提唱されているのが、実験検証できなかった部分が多かった。
他の生物種を利用することはもちろんのこと、遺伝子操作が確立されている大腸菌を利
用することで、齢構造化個体群モデル以外にも様々なモデルに対する実験検証が行える
可能性があると考える。本研究を一つの成功モデルとして、これまで、理論だけで止ま
っていた様々な理論モデルが、実験検証可能なものになることが期待できる。 
	 本研究の位置付けは、成長ゆらぎと集団ダイナミクスの関係やマクロな現象論的法則
を議論したものであり、細胞成長などのメカニズムはその先にあるものと考えている。
ゆえに、本研究では、分子的メカニズムに囚われずに、成長ゆらぎと集団ダイナミクス
をつなぐ齢構造化個体群モデルを採用し議論を進めた。今後は、大腸菌の増殖過程が齢
構造化個体群モデルで記述できることや今回明らかにした現象論的な法則とともに、世
代時間分布や細胞サイズ分布などの特徴を詳しく解析することで、本研究の先にある細
胞成長などのメカニズムに迫れる可能性があると考えている。 
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 1 細胞レベルで薬剤応答を観察することで、非常に興味深い適応過程を見ることがで
きた。これまでの研究は、主として遺伝子発現量の平均値だけをみて、細胞の状態を捉
えようとすることが多かったが、（発現量が高い細胞の方が成長率が高い傾向はあるの
だが）実際に１細胞レベルで見ると非常にゆらぎが大きいなかで、徐々に環境に適応し
ていく様子が観察できた。また、生き残った細胞に関しては、安定的に増殖できる状態
にまで回復した。これは、細胞の適応能力の高さを示すのと同時に、発現量の高低だけ
では説明できない適応機構の存在を示唆する結果ではないかと考える。バクテリアの抗
生物質に対する寛容性は、感染症の原因の一つとされ、世界的に大きな健康問題にもな
っているが、このような適応機構を明らかにすることによって、解決する問題もあるの
ではないかと考える。 
	 今回の結果は、集団ダイナミクスは単純に薬剤濃度だけでは決まらないことを示すも
のでもある。医療分野などでは、薬剤が細菌の増殖を抑える指標として、MIC（minimum 
inhibitory concentration、最小発育阻止濃度）をよく用いるのだが、これは、ある（薬
剤投与後からの）時間を設定してその間に増殖が確認できない最小の薬剤濃度である。
今回のように、時間経過とともに薬剤環境に適応してくる場合、設定時間に応じて MIC
が変わってくるので、恣意的な指標となってしまう。今回は行わなかったが、薬剤濃度
を徐々に上昇させた場合や、薬剤濃度を周期的に変動させた場合など、それぞれ異なる
集団ダイナミクスを示すことが予想できる。今後は、今回の結果をもとに、いろいろな
薬剤投与の方法で実験を行い、集団ダイナミクスの時間的な変動や集団内部の不均一性
を詳しく調べることにより、効率的な治療戦略を提示することができるのではないかと
考える。 
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